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RESUME

Au Canada, 10 000 nouveaux cas de tumeurs cérébrales sont diagnostiqués
chaque année. Ces tumeurs représentent la seconde cause de décés diis au cancer
chez les enfants de moins de 15 ans. Par conséquent, la découverte de nouvelles
armes thérapeutiques contre ces tumeurs est plus que jamais indispensable afin de
combattre plus efficacement ce type de cancer.

La recherche présentée dans cette thése s’articule autour de deux axes de
recherche principaux. Le premier concerne la caractérisation des propriétés
antitumorales et antiangiogéniques de deux molécules d’origine naturelle, 1'(-)
épigallocatéchine-3-gallate (EGCG), un polyphénol extrait du thé vert et la
lébectine, une lectine de type C, isolée du venin de la vipére Macrovipera
lebetina. Nous avons volontairement restreint nos travaux a I’étude des effets de
ces deux molécules sur I’expression et la fonction des intégrines, protéines
d’adhérence cellulaire jouant un role majeur dans le développement des tumeurs.
Le deuxiéme axe de recherche de cette thése s’est focalisé sur I’étude des effets de
la sphingosine-1-phosphate (S1P) au niveau de I’endothélium vasculaire cérébral.
Nous avons €tudié I’impact de la S1P sur le potentiel angiogénique des cellules
endothéliales cérébrales et nous avons mis en évidence le role de la S1P dans la
régulation de la fonction de transport de la P-gp au niveau de I’endothélium
cérébral.

Dans un premier temps, nous avons étudié I'effet de 'EGCG sur les
propriétés d’adhérence et de migration des cellules DAOY de médulloblastome.
Dans cette étude, nous avons démontré que I'’EGCG augmente fortement
I’adhérence des cellules DAOY sur le collagéne de type I, tout en réduisant le
potentiel migratoire de ces cellules sur cette méme matrice. Nous avons aussi
démontré que I'EGCG stimule spécifiquement I’expression génique et protéique
de I'intégrine Bl dans les cellules DAOY. Ces résultats prouvent que les
intégrines représentent une cible moléculaire de I’EGCG. De plus, cette étude
permet de penser que I'EGCG pourrait étre efficace dans le traitement des
médulloblastomes.

Notre seconde étude a permis de caractériser les propriétés
antiangiogéniques de la lébectine au niveau des cellules endothéliales cérébrales
humaines HBMEC. Nos résultats démontrent que la lébectine inhibe trés
efficacement 1’adhérence et la migration des cellules HBMEC sur la fibronectine
et la vitronectine. La 1ébectine bloque aussi la tubulogenése des cellules HBMEC
sur Matrigel™, et ce, a des concentrations de |’ordre du nanomolaire. Du point de
vue moléculaire, nous avons montré que la l1ébectine interagit spécifiquement avec
les intégrines aV et a5B1 a la surface des cellules HBMEC. Cette interaction
bloque les fonctions d’adhérence de ces intégrines, ce qui explique les effets
antiangiogéniques de la lébectine. Enfin, en utilisant les tests d’angiogenése in
vivo sur membrane chorioallantoidienne de poulet et en implant sous-cutané de
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Matrigel™ chez la souris, nous avons montré que la lébectine inhibe fortement
I’angiogenése in vivo. Ces résultats suggerent que la lébectine pourrait étre utilisée
trés efficacement dans les thérapies antiangiogéniques ciblant les tumeurs
cérébrales.

Dans les conditions physiologiques, 1’endothélium vasculaire cérébral est
au contact de nombreux facteurs de croissance présents dans le sang ou le
cerveau. Lors des phénomeénes d’hémostase, la concentration plasmatique de
sphingosine-1-phosphate (S1P) augmente fortement. Par conséquent, nous nous
sommes intéressés aux effets de la S1P sur ’endothélium cérébral. En utilisant les
cellules endothéliales cérébrales de rat RBE4, nous avons démontré que la S1P,
bien qu’étant un facteur proangiogénique caractérisé, inhibe spécifiquement les
propriétés angiogéniques des cellules endothéliales cérébrales. Du point de vue
moléculaire, nous avons démontré que l’effet antiangiogénique de la S1P au
niveau des cellules RBE4 est relié a I’absence de MT1-MMP, une métalloprotéase
de matrice de type membranaire. Cette étude suggére donc que la S1P participe a
la protection du cerveau via la stabilisation de 1’endothélium cérébral.

Les cellules endothéliales cérébrales participent a la mise en place de la
barriere hématoencéphalique (BHE). Celle-ci permet de filtrer efficacement les
molécules qui passent du sang vers le cerveau. La BHE joue ainsi un rdle crucial
dans la protection du systeme nerveux central. Afin d’expulser les xénobiotiques
hors du cerveau, les cellules endothéliales cérébrales expriment des transporteurs
spécifiques, tels que la glycoprotéine P ou P-gp. Dans notre derniére étude, nous
avons démontré que la sphingosine kinase, I’enzyme qui permet la synthése de
S1P, régule I’expression et la fonction de transport de la P-gp. De plus, nous
avons démontré que la S1P elle-méme module ’activité de transport de la P-gp.
Ces résultats renforcent I’hypothése selon laquelle la S1P participe a la protection
du cerveau.

L’ensemble de nos résultats a permis d’identifier 1’endothélium cérébral
comme un tissu cible majeur pour les thérapies antitumorales. De plus, nous avons
identifié les intégrines, la sphingosine kinase et la S1P comme des cibles
moléculaires importantes pour les traitements antitumoraux et antiangiogéniques.
Nos travaux ouvrent donc de nouvelles perspectives pour le développement de
nouveaux traitements contre les tumeurs cérébrales.

Mots clés : Angiogenése tumorale, tumeurs cérébrales, médulloblastomes,
intégrines, sphingosine-1-phosphate.



CHAPITRE I
REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. LE CANCER

Les cellules normales fonctionnent entre elles de maniére synchrone et
harmonieuse. Elles se rassemblent pour former des tissus bien différenciés qui
formeront eux-mémes les organes du corps. Un cancer apparait lorsqu'une partie des
cellules normales commence a se transformer et a se diviser de fagon anarchique pour
devenir maligne. La transformation cellulaire est un processus long, qui peut durer de
20 4 30 ans. Au cours de cette période, les cellules subissent plusieurs mutations qui
meénent au déréglement cellulaire. Lorsque les cancers sont diagnostiqués, les cellules
sont déja dans une phase de croissance rapide (Figure 1.1). Si le systéme immunitaire
n’est‘ pas capable de détruire ces cellules anormales, leur nombre continue
d'augmenter pour former une tumeur tout d'abord bien délimitée. Avec le temps,
cependant, la tumeur va envahir les tissus voisins pour les détruire progressivement.
Les cellules cancéreuses peuvent également utiliser la voie lymphatique ou sanguine
pour atteindre des régions du corps trés éloignées de leur point de départ, ou elles
formeront de nouvelles tumeurs appelées métastases (Figure 1.2). Le mot "cancer" est
un terme générique qui désigne pres de 150 types de tumeurs différentes affectant les
divers organes du corps, le tissu myéloide (ou moelle osseuse) qui fabrique les

éléments figurés du sang ainsi que le systeme lymphatique.

Au Canada, on estime a 153 100 le nombre de nouveaux cas de cancer et 4 70 400
le nombre de déces attribuables au cancer en 2006 selon les données fournies par la
Société Canadienne du Cancer (Statistique Canada). En 2006, 989 800 années
potentielles de vie se seront volatilisées a cause du cancer, soit prés de 32 % de toutes

les années potentielles de vie perdues aux mains de toutes les causes de mortalité.
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Figure 1.2 : Les différentes étapes de I’évolution d’un cancer




1.2. LES TUMEURS CEREBRALES

1.2.1. Généralités

Au Canada, 10 000 nouveaux cas de tumeurs cérébrales sont diagnostiqués
chaque année. Prés d’un tiers de ces cancers sont des tumeurs primaires. Elles
constituent une des causes de déces di au cancer dont la croissance est la plus rapide
chez les personnes dgées. Les tumeurs cérébrales représentent la troisieme plus
importante cause de décés dfi au cancer chez les hommes, et la quatricme plus
importante cause de décés dii au cancer chez les femmes de 15 & 34 ans. Enfin, elles
sont la quatriéme plus importante cause de décés chez les hommes de 35 a 54 ans.
Toutes ces données épidémiologiques proviennent de la Fondation canadienne des
tumeurs cérébrales. Méme si les tumeurs cérébrales secondaires ou métastatiques
peuvent apparaitre a4 tous les ages, elles se retrouvent le plus souvent dans la
population adulte (Gavrilovic and Posner 2005). De plus, les tumeurs cérébrales
représentent la seconde cause de mortalité due au cancer chez les enfants. Puisque le
cerveau exerce le contr6le de nos sens, de nos sensations et de notre mémoire, les
tumeurs qui le touchent représentent une menace importante pour les personnes qui

en sont atteintes.

Les tumeurs cérébrales peuvent se développer dans toutes les régions du
cerveau et de la moelle épiniére. Le cervelet peut aussi €tte un site tumoral (Figure
1.3). Les principales tumeurs cérébrales sont les astrocytomes, principalement
localisés dans le cerveau, les médulloblastomes, touchant presqu’exclusivement le
cervelet et les oligodendrogliomes, localisés eux aussi au niveau du cerveau. Divers
adénocarcinomes peuvent aussi se développer au niveau de 1’épiphyse et de
I’hypophyse, entrainant une altération importante de la production hormonale de ces

deux glandes (Figure 1.4).



Les diverses tumeurs du cerveau sont cataloguées selon le type de cellules et
de tumeurs. Les gliomes représentent la vaste majorit¢ des tumeurs cérébrales
(Ohgaki and Kleihues 2005). Les tumeurs cérébrales sont classées par I’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) sur la base de leurs caractéristiques histologiques
(Kleihues et al. 1993). Cette classification ainsi que la localisation de la tumeur
permettent de préciser le type de tumeur et sa gravité (Figures 1.3 et 1.4). Par
exemple, les astrocytomes sont subdivisés en quatre catégories (ou grades) en
fonction de leur malignité (Tableau 1.1). Des caractéristiques phénotypiques
particuliéres permettent d’établir le grade des tumeurs. Seuls les grades II, III et IV
sont malins. Outre les gliomes, on compte aussi parmi les tumeurs rares du cerveau
les médulloblastomes et les épendymomes (McKinney 2005), qui touchent surtout les

enfants, de méme que les oligodendrogliomes (Baehring 2005) (Kleihues et al. 1993).

Désignation de | Grade de Grade de Grade de St. Critires de St. Anne/Mayo

POMS POMS* | Kernohan* Anne/Mayo
Astrocytome pilocytique I I Exclus -
Astrocytome I LI 1 Aucun critére phénotypique
| [ ) Atypies nucléaires
Atypies nucléaires et une
Astrocytome anaplasique I 11, 111 3 fréquence de division cellulaire

élevée.

Atypies nucléaires, une
fréquence de division cellulaire
Glioblastome v II1, IV 4 élevée, une prolifération
endothéliale majeure et/ou des

zones de nécrose

Tableau 1.1 : Différentes échelles pour définir les grades des astrocytomes

* L’échelle de I’'OMS et I’échelle Kernohan ne tiennent pas compte de critéres
phénotypiques. Les grades mis en place par ’OMS dépendent uniquement de
’observation microscopique des cellules.



Cerveau

Lobe frontal

Lobe pariétal
Lobe temporal

Lobe occipital

Protubérance annulaire

Cervelet
Canal médullaire

Moelle
épiniére

Canal neural
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Figure 1.4 : Les principales tumeurs cérébrales.




1.2.2. Les tumeurs cérébrales chez 1’enfant.

Les tumeurs cérébrales constituent les plus fréquentes des tumeurs solides chez
l'enfant (25% de l'ensemble des tumeurs) (Baldwin and Preston-Martin 2004). Leur
incidence est de 'ordre de 2,5 cas pour 100 000 enfants de moins de 15 ans. L'dge du
diagnostic se situe avec un maximum de fréquence entre 4 et 8 ans (données de la
Fondation canadienne des tumeurs cérébrales). A l'inverse de l'adulte, les métastases
sont pratiquement inexistantes 4 cet 4ge de la vie. Elles posent des problémes
spécifiques, & la fois d'ordre diagnostique et thérapeutique, sachant la vulnérabilité du
tissu cérébral chez 1’enfant, et la nécessité de préserver au maximum l'avenir
neurologique de ces patients. Selon 1’histologie (Figure 1.5), on distingue les

médulloblastomes, les astrocytomes, les épendymomes et les craniopharyngiomes

(Kleihues et al. 1993).
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Craniopharyngiome Médulloblastome

Astrocytome cérébelleux

Gliome de la moelle Ependymome infratentoriel
épiniére

Figure 1.5 : Les tumeurs cérébrales chez 1’enfant.




1.2.3. Les médulloblastomes.

1.2.3.1. Généralités. _

Le médulloblastome est la plus fréquente des tumeurs cérébrales malignes de
l'enfant. Il dérive du neurectoderme et se développe dans le cervelet (Becker and
Hinton 1983). Il représente 15 & 20% de l'ensemble des tumeurs encéphaliques et
30% de celles localisées dans la fosse postérieure. Son incidence est environ de 5 a 10
cas sur un million d'enfants entre 0 et 14 ans. Le pic de fréquence se situe a 5 ans
(Fondation Canadienne des tumeurs cérébrales). La cause du médulloblastome n'est
généralement pas connue mais une prédisposition génétique est observée dans
environ 10% des cas, notamment en cas de syndrome de Gorlin (Lacombe et al.
1990). D'autres syndromes génétiques ont au.ssi été associés au médulloblastome : le
syndrome de Rubinstein-Taybi, I'anémie de Fanconi, le syndrome de Nijmegen
Breakage, le syndrome de Turcot avec des mutations d'APC et le syndrome de Li-
Fraumeni (McKinney 2005). Cette tumeur a un fort potentiel métastatique dans le
systéme nerveux central (SNC), et parfois en dehors du SNC (Subramanian et al.

2002).

1.2.3.2. Les traitements des médulloblastomes.

L'exérése chirurgicale est la premiere étape indispensable du traitement du
médulloblastome. Elle doit conduire 2 porter le diagnostic et tendre & enlever la
tumeur dans sa totalité en étant la moins traumatisante possible. Une exérése totale
est possible dans plus de 90 % des cas (Packer et al. 1999). L'irradiation du systéme
nerveux central fait aussi partie intégrante du traitement standard (Paterson and Farr
1953). La radiothérapie est réalisée, des que possible, aprés la chirurgie. Elle
comprend systématiquement une irradiation du site primitif au niveau de la fosse

cérébrale postérieure ainsi qu'une irradiation prophylactique de I'ensemble du systéme



nerveux central (moelle épinicre et encéphale) (Bouffet et al. 1992). Pour les enfants
les plus jeunes, les études actuelles cherchent a éviter l'irradiation du systéme nerveux

central afin de diminuer les séquelles sur le systéme nerveux en développement.

Les médulloblastomes sont des tumeurs hautement chimiosensibles : cela est
bien démontré dans les formes initiales (Pendergrass et al. 1987; Kovnar et al. 1990;
Kalifa et al. 1992) ou dans les formes récidivantes (Lefkowitz et al. 1990; Gentet et
al. 1994; Moghrabi et al. 1995). La chimiothérapie adjuvante est, par conséquent,
efficace a tous les stades de la maladie. Enfin, en plus des thérapies classiques,
I’immunothérapie a donné des résultats prometteurs dans le traitement des
médulloblastomes (Geoerger et al. 2000). Cependant, la maladie et ses traitements
induisent des séquelles a long terme, surtout endocriniennes et cognitives, en
particulier pour les enfants traités a un jeune dge ou lorsque des complications de
l'intervention chirurgicale se sont produites (Levisohn et al. 2000; Mulhern et al.
2004; Mulhern et al. 2005). Malgré tout, les protocoles actuels permettent la survie
sans récidive de 50 a 70% des patients. Celle-ci dépend de la qualité de l'exérése et

de I'existence d'une dissémination métastatique au moment du diagnostic.
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1.3. L’ENDOTHELIUM VASCULAIRE.

1.3.1. Généralités.

L'endothélium vasculaire représente la monocouche de cellules endothéliales qui
tapisse l'intérieur de tous les vaisseaux sanguins. L'endothélium est un tissu de type
épithélial qui se différencie des autres €pithéliums car il dérive du mésoderme
embryonnaire (la plupart des autres dérivant de l'ectoderme ou de l'endoderme)
(Lacaud et al. 2004). C'est aussi une membrane semi-perméable qui régule le trafic
des leucocytes du sang vers les sites infectieux (Engelhardt and Wolburg 2004;
Bazzoni 2006). Dans des situations pathologiques, les cellules tumorales franchissent
elles aussi l'endothélium vasculaire ce qui leur permet de se disséminer dans tout

l'organisme (métastases) en empruntant l'arbre vasculaire (Witz 2006).

1.3.2. La barriére hématoencéphalique.

Selon les organes, l'endothélium peut se spécialiser en vue de remplir une
fonction spécifique de l'organe. Dans le rein, la lame basale est fenestrée, ce qui lui
donne une fonction de filtre moléculaire (Camici 2005). Dans le systéme nerveux, au
contraire, les cellules endothéliales sont reliées par des jonctions serrées empéchant
les molécules de passer entre les cellules. L'endothélium est ici responsable des

fonctions spécifiques de la barriére hématoencéphalique (Hawkins et al. 2006).

Au niveau de la barriére hématoencéphalique (BHE), les capillaires se
différencient nettement des capillaires des autres tissus de l'organisme car ils sont
bordés par une couche de cellules endothéliales qui adhérent étroitement entre elles
par des jonctions ‘serrées de type zonula occludens (Engelhardt 2003) (Figure 1.6).
Ces cellules forment une protection physique entre les cellules du cerveau (astrocytes,
microglie, neurones, ...) et le sang. Il faut noter que la présence des jonctions serrées
rend la diapédése des leucocytes du sang vers le cerveau tres difficile. Ces jonctions

doivent s’assembler et se dissocier partiellement ou complétement au cours du
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développement et au cours de divers processus physiologiques. Au regard du rdle
majeur que jouent le calcium extracellulaire et les protéines kinases lors de
I’établissement des jonctions serrées, ils ont été décrits comme des régulateurs de ces

jonctions.

On trouve dans la jonction des cadhérines qui sont des protéines possédant un seul
domaine transmembranaire (Wolburg and Lippoldt 2002). Les interactions dont elles
sont I’objet dépendent du Ca++ et sont responsables des adhérences intercellulaires.
Leur fonctionnement dépend de fagon critique d’un groupe de protéines
intracytoplasmiques appelées caténines qui iﬁterviennent comme des intermédiaires
assurant le lien avec le cytosquelette (Wolburg and Lippoldt 2002). Ce jeu
d’interactions avec le cytosquelette jouerait un réle fondamental dans I’influence que
les protéines d’adhérence exercent sur la jonction serrée. On soupgonne les
cadhérines présentes dans les cellules endothéliales des vaisseaux cérébraux de jouer
un réle identique a celui des cellules épithéliales. En effet, la formation des jonctions
serrées dans les cellules endothéliales du cerveau dépend du Ca++ (Wolburg and

Lippoldt 2002).

La phosphorylation de résidus tyrosine des cadhérines pourrait aussi exercer un
role régulateur de la perméabilité. On a montré qu’une tyrosine kinase dénommée lyn
et appartenant a la famille src influence le phénotype des cellules endothéliales du
cerveau (Achen et al. 1995). Récemment, il a également été trouvé que les cellules
endothéliales traitées avec des inhibiteurs de tyrosine phosphatase augmentent la
perméabilité des jonctions serrées (Lohmann et al. 2004). Cette augmentation est
associée a une augmentation de la phosphorylation de la tyrosine des protéines

intervenant dans les rapprochements cellulaires.

En ce qui concerne les jonctions communicantes de type gap, on en a observé
entre les cellules endothéliales et les péricytes chez le rat. La signification

fonctionnelle de ces jonctions est a ce jour inconnue (Nagasawa et al. 2006). On
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pense que par l’intermédiaire de ces jonctions le péricyte pourrait réguler la

prolifération de I’endothélium dans le cerveau en développement.

Malgré une importante capacité de synthése, le cerveau a besoin pour son bon
fonctionnement de nutriments apportés par le sang comme le glucose ou certains
acides aminés. Comme la présence des jonctions serrées empéche le passage des
molécules entre les cellules endothéliales des capillaires cérébraux (voie
paracellulaire), toute substance devra, pour passer du sang vers le tissu cérébral,
franchir la BHE par voie transcellulaire. Les molécules lipophiles de petite taille
traversent facilement les membranes phospholipidiques, par simple diffusion, alors
que les molécules polaires ou trop larges doivent utiliser des transporteurs spécifiques
(Hawkins et al. 2006). Par ailleurs, il existe des systemes d’efflux qui prennent en
charge de nombreuses molécules lipophiles afin de les faire sortir du cerveau. C’est le

cas de la glycoprotéine P ou P-gp (Cordon-Cardo et al. 1989).
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1.3.3. La glycoprotéine P.

Les transporteurs membranaires, tout comme les systémes enzymatiques tels que
les cytochromes, sont des facteurs déterminants dans le devenir des médiqaments
dans l'organisme. La glycoprotéine P (P-gp) appartient & la superfamille des
transporteurs ABC .(ATP-binding cassette) et est probablement 1'un des transporteurs
les plus importants impliqués dans la biodisponibilit¢ des xénobiotiques chez
I'homme (Juliano and Ling 1976) (Figure 1.7). Elle peut transporter un grand nombre
de molécules dont les structures sont trés différentes les unes des autres (Tableau 1.2).
La P-gp a été identifiéee en 1986 comme I’'une des causes majeures de
chimiorésistance des cancers (Ueda et al. 1986). Elle est composée de 1 280 acides
aminés et codée par un géne appelé mdrl (pour multidrug resistance) chez ’Homme
et par deux orthologues mdr-1a et mdr-1b chez la souris et le rat (Juranka et al. 1989).
La P-gp est N-glycosylée au niveau de sa troisiéme boucle cytoplasmique (Figure
1.8). Cette glycosylation joue un réle majeur dans la fonction de transport de la P-gp
(Kramer et al. 1995). Elle est présente en grandes quantités dans les cellules du foie,
des tubules des reins et de la muqueuse du cdlon, organes qui ont précisément un role
d’élimination (Sugawara et al. 1988). On rencontre aussi une grande quantité de P-gp
dans les endothéliums vasculaires du cerveau et du testicule (Sugawara et al. 1988;

Beaulieu et al. 1997; Melaine et al. 2002).
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Figure 1.7 : Structure de la glvcoprotéine P

La P-gp est considérée comme une protéine de réponse au stress cellulaire
(Ledoux et al. 2003). Par conséquent, son expression peut étre modulée par de
nombreux stimuli. Ainsi, la P-gp est surexprimée en réponse & une baisse du pH
intracellulaire, & un choc de température, aux agents cytotoxiques, aux médicaments
anticancéreux et a I’irradiation UV (Szabo et al. 2000). La fonction de transport de la
P-gp est aussi susceptible d’étre inhibée par divers agents pharmacologiques comme
le vérapamil ou la cyclosporine, qui ont €té testés en clinique, en association avec la
doxorubicine ou la vincristine, dans les tumeurs résistantes (Ishida et al. 1990;
Zacherl et al. 1994) (Tableau 1.3).
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Catégories

Molécules

Agents antitumoraux

Hormones stéroides

Agents antimicrobiens

Opioides

Drogues cardiaques

Immunosuppresseurs

Divers

Doxorubicine
Taxol
Vincristine
Vinblastine
Etoposide

Aldostérone
Cortisol
Dexaméthasone
Erythomycine
Itraconazole
Tétracycline
Doxycycline
Lopéramide
Morphine
Digoxine
Vérapamil
Diltiazem
Cyclosporine
Tacrolimus
Ivermectin
Phénothiazines
Terfénadine
Vécuronium

Tableau 1.2 : Quelques substrats de la P-gp (Mealey 2004)
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Catégories

Molécules

Agents antidépresseurs

Opioides
Agents antimicrobiens

Drogues cardiaques

Immunosuppresseurs

Divers

Fluoxétine
Proxétine
Millepertuis
Méthazone
Pentazocine
Erythomycine
Itraconazole
Vérapamil
Amiodarone
Carvédilol
Quinidine
Nicardipine
Cyclosporine
Tacrolimus

Jus de pamplemousse
Bromocriptine
Chlorpromazine
Tamoxiféne

Tableau 1.3 : Principaux inhibiteurs de la P-gp (Mealey 2004)
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1.4. L’ANGIOGENESE TUMORALE.

1.4.1. Historique.

En 1971, un chirurgien américain, le Dr Judah Folkman, proposait un nouveau
réle pour les vaisseaux sanguins au cours de la croissance tumorale. Il émit
I’hypothése que la croissance des tumeurs était dépendante de 1’angiogenése
(Folkman 1971). Cette hypothése suggérait que les cellules tumorales et les cellules
endothéliales vasculaires au sein d’une tumeur constituaient un syst¢éme biologique
intégré et que les cellules endothéliales pouvaient passer d’une phase de dormance a
une phase de croissance rapide sous l’influence d’un ou de plusieurs facteurs
chimiques diffusibles provenant des cellules tumorales (Folkman et al. 1963;
Folkman et al. 1966; Folkman et al. 1971; Folkman 1972, 1976). Par conséquent,
I’angiogenése tumorale pouvait €tre une cible intéressante des thérapies

anticancéreuses.

L'angiogenese est un mécanisme de néovascularisation prenant naissance a partir
d'un réseau capillaire préexistant (Folkman 1971). Elle se distingue de la
vasculogenése dans laquelle des précurseurs hémangioblastiques se différencient pour
former des vaisseaux (Risau and Flamme 1995; Eichmann et al. 2002). Elle est
particuliérement importante et indispensable au cours de nombreux processus
physiologiques tels que le développement embryonnaire, l'implantation du placenta
mais aussi pathologique, en particulier pour la croissance des tumeurs, le

développement des métastases (Folkman 1972).
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1.4.2. Angiogenése et développement tumoral.

La vascularisation des tumeurs représente une €tape critique au cours de la
progression tumorale. En effet, la croissance des tumeurs et I’expansion métastatique
sont strictement contr6lées par la néovascularisation. Les cellules tumorales
traversent, dans leur histoire, deux phases. La premi¢re est dite dormante, la
deuxiéme angiogénique et invasive. Le passage entre les deux est contrdlé par un
relais moléculaire (dit « switch » angiogénique) (Tosetti et al. 2002; Bergers and
Benjamin 2003). Les tumeurs solides dont la taille est inférieure a un millimétre cube
ne sont pas vascularisées, ce qui signifie que pour que la tumeur croisse et s’étende,
elle doit obtenir I’oxygene et les nutriments véhiculés par les vaisseaux sanguins et
étre débarrassée de ses déchets métaboliques. Au-dela de cette taille d’un millimétre
cube, I’oxygeéne et les nutriments ont de la difficulté & atteindre les cellules au centre
de la tumeur, ce qui provoque un état d’hypoxie gellulaire qui déclenche

I’angiogenése tumorale (Richard et al. 1999).

Dans un premier temps, les cellules tumorales libérent des molécules qui envoient
des signaux aux tissus endothéliaux sains environnants. Ces signaux activent la
transcription de certains génes codant pour des protéines qui favorisent la formation
de nouveaux vaisseaux sanguins (Folkman 1971). La formation de ces nouveaux
vaisseaux sanguins est un facteur crucial pour la progression des tumeurs puisqu’elle
favorise le passage d’un état de multiplication raisonnée des cellules a un état de
prolifération inéontrélée, caractéristique des cellules cancéreuses (Figure 1.8). La
néovascularisation influence aussi la dissémination des cellules cancéreuses dans
I’ensemble de l’organisme, puis la formation de métastases (Mahadevan and Hart
1990). On a déterminé que le niveau de vascularisation d’une tumeur solide est un
excellent indicateur de son potentiel métastatique et de la probabilité de survie des
patients (Takahashi et al. 1995; Takahashi et al. 1997). Ainsi, plus I’expression du

VEGF, un facteur proangiogénique, est importante dans les cellules tumorales, plus le
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nombre de vaisseaux sanguins augmente au sein de la tumeur (Figure 1.9) et plus

I’espérance de vie des patients est courte (Figure 1.10).

Une tumeur initiale primitive dormante non
vascularisée peut rester asymptomatique car les
cellules se multiplient & un rythme a peu prés
équivalent & celui de l'apoptose. Si la multiplication
cellulaire s'accroit ou si une résistance a l'apoptose
s'installe, les cellules au centre de la tumeur
deviennent hypoxiques et fabriquent du VEGF et du
FGF (Richard et al. 1999).

Sous l'action de facteurs proangiogéniques
issus de la tumeur, les cellules endothéliales qui
tapissent les vaisseaux existants synthétisent des
enzymes protéolytiques (métalloprotéinases,
collagénases) qui vont rompre la membrane basale
endothéliale existante, proliféerent et migrent alors
vers la source du stimulus angiogénique. Elles
forment ensuite de nouveaux vaisseaux sanguins qui
vascularisent la tumeur (Folkman 1971).

Les vaisseaux sanguins apportent a la tumeur
I’oxygene et les nutriments nécessaires a sa
croissance. Par conséquent, grace a 1’angiogenése
tumorale, la tumeur peut poursuivre sa croissance.
De plus, ces vaisseaux représentent une porte de
sortie pour les quelques 100000 cellules tumorales
qui se détachent de la tumeur tous les jours. En
empruntant la circulation systémique, ces cellules
pourront former de nouvelles tumeurs a distance
dans ’organisme : les métastases (Mahadevan and

Hart 1990).

Figure 1.8 : Les différentes étapes de ’angiogenése
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Figure 1.9 : Corrélation entre I’expression du VEGF, la densité vasculaire et le
potentiel métastatique des tumeurs.
(Takahashi et al. 1995).
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Figure 1.10 : Corrélation entre ’expression du VEGF. la densité vasculaire et la
survie des patients.
(Takahashi et al. 1997).
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1.4.3. Les mécanismes de I’angiogenése.

Trois mécanismes fondamentaux de l’angiogeneése ont été identifiés : le
« sprouting », I’intussusception et la cooption. Au cours du « sprouting », les cellules
endothéliales sont activées, ce qui conduit a la dégradation de la membrane basale et
de la matrice extracellulaire environnante. La migration orientée des cellules
endothéliales est suivie d’'une phase de prolifération, puis d’une différenciation en
structure capillaire (de Waal and Leenders 2005) (Figure 1.8). L’angiogenése
intussuceptive est caractérisée par un €largissement et une séparation de vaisseaux
déja formés (Burri and Djonov 2002; Djonov et al. 2003; Burri et al. 2004). Enfin, il
existe des évidences cliniques et expérimentales que des tumeurs grandissent en
utilisant des vaisseaux déja présents, une condition que I’on nomme la cooption
vasculaire. Par exemple, jusqu’a 16% des carcinomes pulmonaires non i petites
cellules grandissent autour de structures capillaires alvéolaires, sans évidence
d’angiogenése par «sprouting» (Pezzella et al. 1997). Ce mécanisme de co-option est
aussi observé dans les tumeurs cérébrales (Rubenstein et al. 2000). Les mécanismes
moléculaires de ces différents modes d’angiogenése sont complexes, puisqu’ils

mettent en jeu de nombreux signaux extra et intracellulaires.

1.4.4. Les régulateurs de I’angiogenése.

Au cours de ces derniéres années, il est devenu clair que 1’angiogenése n’est pas
contrdlée par un seul facteur, mais par une balance d’inducteurs et d’inhibiteurs
produits par les cellules normales ou tumorales (Milkiewicz et al. 2006) (Tableau
1.4). Parmi les régulateurs clés de I’angiogenése figurent entres autres les « Vascular
Endothelial Growth Factors (VEGF) » et leurs récepteurs (Byrne et al. 2005; Cebe-
Suarez et al. 2006), les « Fibroblast Growth Factors (FGF)» et leurs récepteurs
(Presta et al. 2005), les angiopoiétines (Reiss et al. 2005), Tie-1, Tie-2 (Thurston
2003), les métalloprotéases et leurs inhibiteurs (Lakka et al. 2005; Rundhaug 2005;
Stetler-Stevenson and Seo 2005), les lysophospholipides (sphingosine-1-phosphate et
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acide lysophosphatidique) (English et al. 2002) et les activateurs du plasminogéne
(Rakic et al. 2003). D’autre part, des régulateurs négatifs endogénes comme la
thrqmbospondine (Armstrong and Bornstein 2003), I’angiostatine (O'Reilly 1997),
I’endostatine (Cao 1998), et le facteur plaquettaire-4 (Bikfalvi 2004) ont aussi €té
décrits. En dehors de ces facteurs solubles, les intégrines jouent un réle considérable
dans ce processus en contr6lant 1’adhésion et la migration des cellules endothéliales
griace aux interactions avec la matrice extracellulaire (Stupack and Cheresh 2002;

Serini et al. 2006).

Catégories Molécules

Stimulateurs de Angiogénine.

I’angiogenése Angiopoietine-1.
Facteur de croissance des fibroblastes: acide (aFGF) et
basique (bFGF).
Follistatine.

Facteur de croissance des granulocytes (GCSF).
Facteur de croissance des hépathocytes (HGF).
Interleukine-8 (IL-8).

Leptine.

Facteur de croissance placentaire.

Facteur de croissance plaquettaire-BB (PDGF-BB).
Pléiotrophine (PTN).

Progranuline.

Proliférine.

Facteur de croissance transformant-alpha (TGFalpha)
Facteur de croissance transformant -beta (TGFbeta)
Facteur de nécrose tumorale-alpha (TNF-alpha)
Facteur de croissance de 1’endothélium vasculaire (VEGF) /
facteur de perméabilité vasculaire (VPF)
Sphingosine-1-phosphate (S1P)

Acide lysophosphatidique (LPA)



Inhibiteurs de
’angiogenése
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Angioarrestine

Angiostatine (fragment du plasminogéne)
Antithrombine antiangiogénique III

Inhibiteur derive du cartilage (CDI)

Endostatine (fragment du collagéne XVIII)
Fragment de la fibronectine

Héparinases

Fragment de 1’héparine hexasaccharide
Gonadotrophine chorionique humaine (hCG)
Interféron alpha/beta/gamma

Protéine induite par I’interféron (IP-10)
Interleukine-12

Kringle-5 (fragment du plasminogéne)
Inhibiteurs tissulaires des métalloprotéases (TIMPs)
2-méthoxyestradiole

Inhibiteurs des ribonucléases placentaires (PRI)
Inhibiteurs des activateurs du plasminogene (PAI)
Facteur plaquettaire-4 (PF4)

Fragment de 16kD de la prolactine

Rétinoides

Tétrahydrocortisol-S

Thrombospondine-1 (TSP-1)

Facteur de croissance transformant-beta (TGF-b)
Vasculostatine

Vasostatine (calreticulin fragment)

Tableau 1.4 : Régulateurs endogénes de I’angiogenése

(Angiogenesis Foundation).
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1.5. LES INTEGRINES

1.5.1. Généralités

Les intégrines sont les membres d’une famille de récepteurs impliqués dans les
interactions adhésives entre cellules et entre les cellules et la matrice extracellulaire
(MEC) (Buck and Horwitz 1987). Les intégrines jouent un réle majeur dans la
migration cellulaire, I’organisation tissulaire, la différenciation, la prolifération et
I’apoptose (Sheppard 2000; Pozzi and Zent 2003). Ces protéines sont aussi
impliquées dans diverses pathologies humaines, comme les thromboses,
I’inflammation, I’invasion et les métastases dans le cancer, I’ostéoporose, ou encore,
les infections bactériennes et parasitaires (Cheresh 1991; Lione et al. 2005; Zhao et

al. 2005).

1.5.2. Structure des intégrines

Les intégrines sont des hétérodiméres formés d’une chaine o et d’une chaine
liées de fagon non covalente (Humphries 2000) (Figure 1.11). Il a été décrit 18
chaines a et 8 chaines B qui peuvent se combiner en 24 hétérodiméres différents
(Figure 1.12). Les intégrines de type B1 et B3 sont exprimées par la plupart des types
cellulaires et interagissent principalement avec la matrice extracellulaire (MEC). De
plus, les intégrines de type P1 médient surtout des interactions avec des
macrofmolécules des tissus connectifs telles que la fibronectine, les collagénes et les
laminines (Hemler et al. 1990), alors que les intégrines de type B3 sont plut6t
associées aux mécanismes adhésifs avec des composants «vasculaires» tels que la
fibronectine, le fibrinogéne, la vitronectine, la thrombospondine et le facteur de von
Willebrand (Suehiro and Plow 1997). Les intégrines de type f2 sont uniquement
exprimées dans les leucocytes et sont impliquées dans des interactions cellulaires
hétérotypiques avec les CAM-Ig et des interactions leucocytes-cellules endothéliales

vasculaires (Bosman 1993).
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Les deux sous-unités a et B des intégrines sont des glycoprotéines de type 1. Elles
sont composées d’un large domaine extracellulaire, environ 1200 résidus pour la
sous-unité a, et 800 résidus pour la sous unité B, et un domaine cytoplasmique plus
court, de I’ordre de 50 résidus. La sous-unité p4 fait exception, puisque son domaine
cytoplasmique contient plus de 1000 acides aminés. De plus, il existe, pour certaines
sous-unités, plusieurs isoformes dues & des épissages alternatifs de leur ARN

(Arnaout 2002).

Liaison a la matrice

Sous-unité
Cation divalent

Sous-unité o Domaines riches en

cystéine
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Figure 1.11 : Structure des intégrines
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Figure 1.12 : Les différentes intégrines (Hynes 1987)

Fn : fibronectine; Vn : vitronectine; Lm : laminine; Co: collagene; vWF: facteur de
von Willebrand; Fgen: fibrinogéne; TSP: thrombospondine; OP : ostéopontine; Tn :
ténascine; E-cad : E-cadhérine; BSP : sialoprotéine de I’os; factor X : facteur X de la
coagulation; C3bi : composant C3 du complément inactive.
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1.5.3. Les interactions intégrines-ligands

La spécificité de liaison des intégrines a leurs ligands met deux propriétés en
évidence. Premiérement, certaines intégrines sont capables de se lier a des ligands
dont les structures sont trés dissemblables. Par exemple, 1’intégrine a VB3 peut lier
des protéines aussi différentes que la fibronectine, la vitronectine ou le fibrinogene.
Deuxiémement, certains ligands peuvent interagir avec plusieurs intégrines. Par
exemple, la fibronectine se lie aux intégrines a3f1, a4p1, a5p1, a8f1, allbp3, 047,
aVB1, aVP3, aVPS et aVP6 (Tableau 1.5).

Ligands Intégrines B1 Intégrines aV Autres

Collagenes alfl, a2f1, a3B1, alOfl,

allpl
Laminines alBl, a2p1, a3p1, a6B1, a7p1 a6p4
Fibronectine o381, a4p1, a5B1, a8f1 aVp1, aVB3, aVpe, adf7,
aVps allbp3
Vitronectine aVpl, aVB3, aVps, allbp3
aVp8
Fibrinogéne aVp3 allbp3

Ténascine 0a2f1, a8B1, a9p1

Tableau 1.5 : Liste des intégrines liant les principales protéines de 1a MEC.
(Hynes 1987)
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L’un des facteurs qui détermine la liaison des intégrines a certaines protéines de la
MEC ou a d’autres récepteurs (tels que les protéines d’adhérence cellulaire) est la
présence dans ces ligands de motifs de reconnaissance des intégrines. L’identification
moléculaire de ces sites de liaison aux intégrines a nécessité la genése de fragments
de protéines de la MEC, puis ’analyse de ces fragments dans des tests d’adhérence
cellulaire. Par exemple, le motif RGD a été tout d’abord trouvé dans le domaine
central de liaison de la fibronectine (Pierschbacher and Ruoslahti 1984; Yamada and
Kennedy 1984, 1985), puis dans de nombreuses autres protéines de la MEC, telles
que le fibrinogéne, les collagénes ou le facteur de von Willebrand (Humphries 1990).
De fagon générale, et malgré la grande diversité des ligands aux intégrines, ils ont en
commun un résidu d’acide aspartique ou d’acide glutamique généralement exposé
dans une boucle flexible et dont la présence est critique pour la reconnaissance par
I’intégrine (Jones et al. 1995; Leahy et al. 1996; Bella et al. 1998; Casasnovas et al.
1998). Ces résidus sont présents dans des motifs de reconnaissance trouvés en une ou
plusieurs copies dans le ligand. Les motifs a acide aspartique (RGD, LVD, KGD,
"RTD et KQAGD) peuvent se lier & la majorité des intégrines (Ruoslahti 1996).
Cependant, neuf intégrines préferent se lier a des ligands possédant des motifs de

reconnaissance basés sur I’acide glutamique (Michishita et al. 1993).

Le second facteur qui affecte les interactions intégrines — ligands est 1’effet des
cations divalents. Les résidus acide aspartique ou glutamique présents dans les
ligands forment un complexe ternaire avec 1’intégrine et les cations divalents (Xiong
et al. 2001; Xiong et al. 2002). Les cations divalents impliqués dans ces complexes
sont le magnésium (Mg2+), le manganése (Mn2+) et le calcium (Ca2+). Alors que le
Mg2+ et le Mn2+ permettent une liaison physiologique dans une lafge gamme de
concentration, le Ca2+ semble requérir une concentration de 1’ordre du micromolaire,
identique a celle du plasma (Mould et al 1995j. De plus, le Ca2+ inhibe

généralement les interactions intégrines-ligands.
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Le troisiéme facteur important est le niveau d’activation des intégrines. Ceci
semble jouer un r6le majeur dans la reconnaissance des motifs présents dans les
ligands. Par exemple, des interactions de faible affinité médiées par des
regroupements d’intégrines sont responsables de 1’attachement des cellules & leur
substrat ou au roulement des leucocytes (Grabovsky et al. 2000; Feigelson et al.
2001). Des adhérences fortes nécessitent, par contre, des interactions de haute affinité
(Grabovsky et al. 2000; Feigelson et al. 2001; Litvinov et al. 2002). Les liaisons de
haute affinit¢é des intégrines & un ligand requiérent une modification
conformationnelle du récepteur d’un niveau de basse affinité vers un niveau de haute
affinité et peuvent étre associ€es a une activation des intégrines (Figure 1.13). Cette
modification est réalisée naturellement suite a I’interaction avec les cations divalents
ou par une signalisation «inside-out» (Arnaout 2002; Schwartz and Ginsberg 2002,
Calderwood et al. 2003; Qin et al. 2004). Ce signal «inside-our» est un signal
intracellulaire transmis aux intégrines qui déclenche leur changement de
conformation et augmente leur affinit¢ pour les ligands (Figure 1.14). Lors de
’activation de I’intégrine, le domaine extracellulaire se détend, faisant se déplacer le
site de liaison au ligand loin de la membrane (Beglova et al. 2002; Takagi et al. 2002;
Qin et al. 2004). Ceci est accompagné d’autres réarrangements dans le site de liaison,

augmentant 1’affinité de 1’intégrine pour son ligand pour son ligand (Figure 1.14).
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Figure 1.13 : Principe d’activation des intégrines.
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1.5.4. Les intégrines et 1’adhérence cellulaire.

L’adhérence des cellules & la matrice extracellulaire est fondamentale pour
I’homéostasie cellulaire. Les signaux, transduits via la famille des intégrines, activent
des cascades intracellulaires de signalisation qui modulent les réseaux du
cytosquelette et 1’expression génétique requis au cours de 1’embryogenese et lors de
certains processus pathologiques comme la survie cellulaire, la prolifération ou

I’apoptose (Figure 1.15) (Hynes 1992; Komberg and Juliano 1992).
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Figure 1.15 : Signalisation via les intégrines (Ruegg and Mariotti 2003)
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Lorsque la cellule commence a s’étaler, de petites structures ponctiformes, les
complexes focaux, apparaissent a ’extrémité des lamellipodes (Small et al. 2002).
Ces complexes focaux sont a I’origine des contact focaux (ou adhérences focales).
(Geiger and Bershadsky 2001; Geiger et al. 2001). Les adhérences focales permettent
I’ancrage des filaments d’actine a la MEC et une adhérence forte (Critchley et al.
1999) (Figure 1.16). Au niveau des contacts focaux, de nombreuses protéines intra-
cytoplasmiques assurent le lien entre le domaine cytoplasmique des intégrines et les
microfilaments d'actine. On peut citer, par exemple, la taline, la vinculine, la
paxilline, I’a-actinine ou la zyxine (Figure 1.16). Les contacts focaux stabilisés et
matures servent de point d’origine & la translocation d’intégrines des protrusions
membranaires vers le corps cellulaire. Cette translocation conduit a la formation de
sites d’adhérence fibrillaire (Pankov et al. 2000; Geiger et al. 2001). Ces structures
créent des tensions sur la fibronectine notamment, exposant des sites cryptiques de
polymérisation, ce qui favorise la fibrillogenése (Pankov et al. 2000; Ohashi et al.
2002). Enfin, aprés accumulation d’une MEC, la cellule se trouve dans un
environnement tridimensionnel. Les contacts focaux, stables et rigides, se
transforment alors en un autre type de sites d’adhérence, appelé adhérence-3D, dont
la composition et le patron de phosphorylation des protéines sont différents des autres

types d’adhérence (Cukierman et al. 2001).
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Figure 1.16 : Complexe moléculaire des contacts focaux (Bailly 2003)
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1.5.5. Les mécanismes cellulaires de la migration.

La migration d’une cellule est un phénoméne complexe qui peut étre partagée en
quatre phases distinctes : [’adhérence aux substrats, 1’étalement, la traction et enfin la
rétraction de 1’arriere de la cellule (Kirfel et al. 2004). Comme exposé précédemment,
I’interaction entre les intégrines et leurs substrats (les protéines de la MEC) permet
I’adhérence cellulaire. Pour migrer, la cellule doit ensuite transformer ce mécanisme
d’adhérence en mouvement et la coordination entre ces deux processus dépend
principalement du cytosquelette d’actine et des microtubules (Brakebusch and Fassler

2003; Li et al. 2005).

Divers mod¢les mathématiques ont été élaborés pour comprendre la relation qui
existe entre 1’adhérence et la migration (Palecek et al. 1997). On a ainsi pu déterminer
que 1’adhérence augmente en fonction de la concentration en substrats, la quantité
d’intégrines a la surface cellulaire et le niveau d’activation des intégrines. Ainsi, avec
de faibles concentrations de substrats ou d’intégrines, la migration est lente, car
I’adhérence trop faible, ne permet pas d’exercer les forces de tractions suffisantes. II
faut donc que I’adhérence augmente, pour que la vitesse de migration augmente.
Cependant, si I’adhérence est trop importante, elle immobilise la cellule (Li et al.
2005). Des signaux «outside-in» et des signaux «inside-out» régulent la migration
cellulaire en modulant 1’affinité des intégrines pour leurs substrats (Coppolino and
Dedhar 2000). L’autre processus favorisant la migration, implique le recyclage des
intégrines de [’arriere vers ’avant de la cellule par des transports vésiculaires le long
des microtubules (Caswell and Norman 2006). La capacité¢ des cellules a migrer
dépend donc de leur capacité a créer des interactions entre la cellule et le substrat au
front de migration et a rompre les contacts €tablis & 1’arriére lorsqu’ils ne sont plus

nécessaires a la traction (Figure 1.17).
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Dans un premier temps, la cellule
¢met des prolongements
cytoplasmiques appelés lamellipodes
dans le sens de la migration.

Les prolongements cytoplasmiques
forment de nouvelles adhérences
focales impliquant les intégrines.

Le corps cellulaire translate dans la
direction de la migration grice a la
traction exercée sur les adhérences
nouvellement formées.

La cellule rompt ensuite les contacts

focaux situés a 1’arri¢re de la cellule

et reprend ce cycle d’adhérence et de
désadhérence.

Figure 1.17 : Les différentes étapes de la migration cellulaire.
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1.5.6. Intégrines et angiogeneése.

aVPB3 fut la premiére intégrine directement associée a ’angiogenése (Vamer and
Cheresh 1996; Eliceiri and Cheresh 2000). aVB3 est fortement exprimée dans les
cellules endothéliales présentes au niveau des sites de cicatrisation ou dans les
tumeurs malignes. Cependant, son expression est généralement faible dans les
cellules endothéliales quiescentes (Gingras et al. 1995). Les antagonistes
pharmacologiques de I’intégrine aVP3 inhibent ’angiogenese (Varner and Cheresh
1996). Des molécules antagonistes de cette intégrine (EMD121974 ou Cilengitide) et
la forme humanisée de I’anticorps bloqueur de fonction LM609 (Vitaxin) sont
actuellement testés cliniquement pour mesurer leurs effets antitumoraux (Tucker
2003). Paradoxalement, 1’analyse de souris n’exprimant pas le géne codant pour la
sous-unit¢ oV des intégrines a montré que cette intégrine était plut6t
antiangiogénique (Bader et al. 1998). Il semble que ces résultats opposés soient liés
au role important joué par les intégrines aV dans I’activation de I’apoptose cellulaire
via la caspase-8. En effet, la liaison d’un antagoniste & cette intégrine déclencherait
I’apoptose des cellules endothéliales en activant la caspase, et donc serait
antiangiogénique, alors que I’absence de cette intégrine dans les souris oV -/- rendrait
les cellules endothéliales immortelles, d’ou une prolifération endothéliale massive
faisant penser a un processus angiogénique (Sheppard 2002). D’autres intégrines sont
aussi impliquées dans le processus angiogénique. L’intégrine a5SP1 est essentielle & la
vasculogenése et est surexprimée au cours de 1’angiogenese (Kim et al. 2000b;
Francis et al. 2002). Elle régulerait notamment la fonction de I’intégrine aVB3 durant
la migration (Kim et al. 2000a). Certaines autres intégrines de la famille B1, telles que
les intégrines oilBl et a2Pl jouent elles aussi un role majeur dans le processus

angiogénique (Senger et al. 1997).
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1.6. LES METALLOPROTEASES DE MATRICE.

Les MMPs sont une famille d’enzymes dont I’activité est dépendante d’un
atome de zinc. Elles peuvent étre classées en deux groupes : les MMPs secrétées et
les MMPs associées a la membrane (MT-MMPs) (Pepper 2001). Les MMPs secrétées
comprennent les collagénases (MMP-1, MMP-8, MMP-13), les gélatinases
(gélatinase A, MMP-2 ; gélatinase B, MMP-9), les stromélysines (stromélysine-1,
MMP-3 ; stromélysine-2, MMP-10 ; stromélysine-3, MMP-11) et les autres MMPs
(MMP-7 et MMP-12). Six métalloprotéases de type membranaires (MT-MMPs) ont
été identifiées (de MT1-MMP & MT6-MMP) (Zucker et al. 2003) (Figure 1.18). Ces
enzymes sont sécrétées sous la forme de pro-enzyme (zymogene) dont ’activation se
produit dans le compartiment extracellulaire ou au contact de la membrane plasmique
pour MMP-2 (Murphy et al. 1999). De par sa localisation membranaire, MT1-MMP
est impliquée dans le processus de dégradation matricielle localisé au niveau de la
surface cellulaire, et surtout dans l’activation des précurseurs d’autres protéases
comme la MMP-2 (Itoh and Seiki 2006). En plus de 1’activation des zymogénes,
I’activité. MMP est régulée par les inhibiteurs tissulaires des MMPs, les TIMPs.
Quatre inhibiteurs de MMPs ont été identifiés et forment des complexes covalents
avec toutes les MMPs actives (Noel et al. 2004). L’expression des MMPs est stimulée
par des facteurs de croissance, des cytokines, des promoteurs de tumeurs et les
interactions intercellulaires ou cellule-MEC (Murphy and Doc_herty 1992). Plusieurs
études ont montré 1’importance des MMPs dans la pathogenése des cancers et au
cours de l’angiogenése (Stetler-Stevenson 2001). Pour ces raisons, différentes
approches thérapeutiques sont développées pour inhiber I’activité des MMPs. Les
inhibiteurs naturels (TIMP-1 et -2) ou synthétiques (batimastat, marimastat), la
calphostine (inhibiteur de la PKC), ou encore des vecteurs antisens et des ribozymes
ciblant les MMPs se sont montrés efficaces dans des sytémes in vitro ou dans des

modeles animaux (Lakka et al. 2005).
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Figure 1.18 : Structure des métalloprotéases de matrice. (Lafleur et al. 2003)
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1.7. LA SPHINGOSINE-1-PHOSPHATE

1.7.1. Généralités

La sphingosine-1-phosphate ou S1P est un sphingolipide polaire stocké dans
les plaquettes et libéré au cours de I’activation plaquettaire (Igarashi and Yatomi
1998) (Figure 1.19). De nombreux autres types cellulaires sécrétent la S1P. C’est le
cas des monocytes, des cellules mastocytaires, des cellules endothéliales, mais aussi
des érythrocytes et des glioblastomes (Maceyka et al. 2005a; Van Brocklyn et al.
2005). La concentration de S1P dans le plasma varie entre 0.1 et 0.2 pM. Dans le
sang, la SIP se retrouve principalement sous une forme liée a 1’albumine, mais une
petite quantité se retrouve aussi sous une forme libre (Igarashi and Yatomi 1998). La
S1P est sécrétée en réponse a divers facteurs de croissance et cytokines et peut agir de
fagon paracrine et/ou autocrine (Rosen and Goetzl 2005). Plusieurs récepteurs
membranaires de haute affinité, liés aux petites protéines G, lient la SI1P
extracellulaire et activent diverses voies de transduction intracellulaires. Ces
récepteurs ont une distribution tissulaire trés large et se retrouvent aussi bien dans les
tissus embryonnaires que chez I’adulte (Rosen and Goetzl 2005). La S1P affecte de
nombreux processus biologiques tels que la croissance cellulaire, la différenciation, la
migration et I’apoptose et peut aussi jouer un réle majeur dans certaines conditions
physiopathologiques telles que 1’athérosclérose ou le cancer (Spiegel and Milstien

2003; Hla 2004).
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Figure 1.19 : Structure moléculaire de la sphingosine-1-phosphate.
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1.7.2. Le métabolisme des sphingolipides

Dans les cellules, les céramides sont & la base de la synthése de la SIP
(Gulbins and Li 2006). Si les céramides sont impliqués dans le mécanisme
d’apoptose (Hannun and Obeid 1995; Pettus et al. 2002), la S1P quant a elle joue un
grand réle dans les mécanismes de survie cellulaire (Radeff-Huang et al. 2004). Ceci
suggere donc que la conversion des céramides en S1P pourrait représenter une fagon
de faire passer la cellule d’un état proapoptotique a un état prolifératif. Par
conséquent, I’inhibition de la conversion des céramides en S1P pourrait permettre de
stimuler la mort cellulaire au cours de maladies comme I’inflammation chronique ou

le cancer.

Les céramides peuvent étre synthétisés de novo ou par [’action de
sphingomyélinases (Goni and Alonso 2002). L’activation de ces derniéres a été
observée suite a une stimulation des cellules par certains facteurs de croissance,
certaines cytokines et par 1’acide arachidonique (Marchesini and Hannun 2004). De
plus, le stress cellulaire ainsi que le changement de potentiel redox de la cellule
peuvent aussi activer les sphingomyélinases (Sawai and Hannun 1999). Suite a
I’action des sphingomyélinases, les céramidases catalysent la déacétylation des
céramides pour produire un acide gras libre et de la sphingosine. La sphingosine peut
ensuite étre phosphorylée par la sphingosine kinase pour donner de la S1P. La S1P
pourra a son tour étre clivée par la SIP Alyase ou déphosphorylée par la S1P

phosphatase (Ogretmen and Hannun 2004) (Figure 1.20).
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Figure 1.20 : Le métabolisme des sphingolipides (Ogretmen and Hannun 2004)

SPT : sérine palmitoylsynthase; DihydroCS : dihydrocéramide synthase; DES :
désaturase; SMS : sphingomyéline synthase; SMase : sphingomyélinase; GCS :
glucosylcéramide synthase; CK : céramide kinase; C1PP : céramide-1-phosphate
phosphatase; CS : céramide synthase; CDase : céramidase; SK : sphingosine kinase;
S1PP : sphingosine-1-phosphate phosphatase.
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1.7.3. La sphingosine kinase

La sphingosine kinase (SphK) catalyse la phosphorylation de la sphingosine en
S1P et, par conséquent, joue un double réle, soit la synthése de S1P et la diminution
de sphingosine (Liu et al. 2002). En effet, I’augmentation de la concentration
cellulaire en sphingosine est toxique pour la cellule d’ou la nécessité de développer
des mécanismes de contréle (Maceyka et al. 2002). Deux différentes isoformes de la
SphK ont été clonées, appelées SphK-1 et SphK-2 (Maceyka et al. 2005b) (Figure
1.21). Une large variété de stimuli peut moduler I’activité de la SphK et augmenter la
production de SIP dans les cellules. Les facteurs de croissance, les agonistes des
récepteurs li€s aux petites protéines G, certaines cytokines, les esters de phorbol,
certaines vitamines stimulent 1’activité¢ de la SphK (Pyne and Pyne 2002). La
présence d’un site de liaison a la calmoduline (Sutherland et al. 2006), de sites de
phosphorylation par les PKA, la casé€ine kinase II et les tyrosine kinases au sein de la
séquence primaire de la SphK permettent de penser qu’il existe de nombreux

mécanismes de régulation de cette enzyme (Pitson et al. 2000).

1.7.4. La sphingosine-1-phosphate lyase

La S1P lyase catalyse la dégradation de la S1P en aldéhyde palmitique et en
phosphoéthanolamine (Van Veldhoven and Mannaerts 1991; Van Veldhoven et al.
2000). Cette enzyme est liée a la membrane et nécessite le phosphate de pyridoxal
comme coenzyme (Van Veldhoven et al. 2000; Ikeda et al. 2004) (Figure 1.21). La
S1P lyase a un pH optimum de 7.5 et est inhibée par les métaux lourds. Cette enzyme
clive spécifiquement les isomeéres D-érythro des bases sphingoides phosphorylées,
incluant la sphingosine-, la dihydrosphingosine- et la phytosphingosine- 1-phosphate
(Van Veldhoven et al. 2000). Cette enzyme est exprimée de fagon ubiquitaire chez les
mammiféres, exception faite des plaquettes ol la sphingosine lyase est totalement
absente (Yatomi et al. 2000). Son expression est majoritaire dans le foie, les reins, les

poumons, le cceur et le cerveau.
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1.7.5. La sphingosine-1-phosphate phosphatase

Plusieurs lysophospholipides phosphatases (LPP1, la, 2 et 3) ont été clonées et
présentent une spécificité de substrat relativement large puisqu’elle inclut la S1P,
I’acide lysophosphatidique (LPA), 1’acide phosphatidique et la céramide-1-phosphate
(Pyne et al. 2005). La S1P est aussi spécifiquement déphosphorylée par la S1P
phosphatase ou S1P phosphohydrolase (Mandala 2001). Deux isoformes de cette
enzyme existent dans les cellules (Figure 1.21). Elles possédent un domaine
catalytique ayant une forte homologie avec le domaine catalytique des LPP.
Cependant, la distance précise entre les différents domaines protéiques qui constituent
le domaine catalytique permet d’établir la spécificité de 1’enzyme envers la S1P

(Mandala 2001).
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Figure 1.21 : Structure des sphingosine kinases, S1P phosphatases et S1P lvase
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1.7.6. Activité de la SIP au niveau de ’endothélium vasculaire

De hauts niveaux de S1P se retrouvent dans le sang. En effet, les plaquettes,
qui ne possédent pas de S1P lyase, sont une grande source de S1P (Igarashi and
Yatomi 1998). Les plaquettes libérent la SIP en réponse a des stimuli
prothrombotiques, tels que la thrombine, le collagéne ou I’ADP (Yatomi et al. 2000).
Grace a cinq récepteurs transmembranaires (SIP-1 a SI1P-5) couplés aux petites
protéines G, anciennement appelés récepteurs EDG pour Endothelial Differentiation
Gene (Hla 2001; Parrill et al. 2004), la SIP peut déclencher différentes voies de
signalisation (MAPK, PI3K, Ca2+) qui stimulent la prolifération, la migration ou la
différenciation cellulaire (Rosen and Goetzl 2005) (Figure 1.22). A cette stimulation
directe des récepteurs a la SIP s’ajoutent des croisements de voies de signalisation
entre les récepteurs a facteurs de croissance et les récepteurs a la S1P (Tanimoto et al.
2002; Igarashi et al. 2003). Outre la migration, la prolifération et la survie, la S1P
stimule aussi le changement morphologique des cellules endothéliales (Argraves et al.
2004; Limaye et al. 2005; Kimura et al. 2006) et la formation de structures de type
capillaires sur Matrigel™ (Lee et al. 1999). Ces propriétés démontrent le rdle

proangiogénique majeur de la SIP (Lee et al. 1999).
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Figure 1.22 : Voies de signalisation activées par la S1P 4 la surface des cellules
endothéliales.

La stimulation des récepteurs Edg a la surface des cellules active différentes voies de
signalisation telles que la voie PI3K/Akt ou la voie des MAPKinases. La signalisation
par ces voies entraine diverses réponses cellulaires telles que la migration, la
prolifération ou la survie cellulaire.
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1.7.7. S1P et cancer

De nombreuses données mettent en évidence le rdle de la SIP dans la
progression tumorale, notamment dans le développement des tumeurs gliales (Van
Brocklyn et al. 2003; Van Brocklyn et al. 2005). Non seulement la S1P stimule la
prolifération et le potentiel métastatique de cellules de glioblastomes, mais on
retrouve aussi ses récepteurs en abondance dans la plupart de ces tumeurs (Van
Brocklyn et al. 2002). De plus, des concentrations importantes de S1P ont été
mesurées dans le cerveau (Edsall and Spiegel 1999). Cependant, le réle de la S1P
dans le développement tumoral pourrait étre spécifique de 1’origine tissulaire de la
tumeur. En effet, sur des cellules de cancer du sein, la S1P inhibe le phénotype
tumoral (Wang et al. 1999). Cet effet serait dii a I’activité intracellulaire de la S1P,
plutdt qu’a I’activation des récepteurs membranaires, peu exprimés dans les cellules
mammaires €tudiées. Ceci suggére donc que I’activité protumorale de la S1P dépend
du taux d’expression de ses récepteurs, mais elle est aussi trés probablement
conditionnée par les niveaux cellulaires de S1P phosphatase et de sphingosine kinase

qui interconvertissent S1P et sphingosine (Pyne 2002).

Une demiére caractéristique de la S1P pouvant jouer un r6le important dans le
développement tumoral est son pouvoir angiogénique (Panetti 2002). En effet,
’inactivation du géne codant pour le récepteur SIP-1 a démontré que la S1P est un
facteur essentiel du développement vasculaire embryonnaire mais aussi de
I’angiogenése cérébrale, ce qui suggere qu’elle participe tant a des phases
d’angiogenése précoces que tardives (Liu et al. 2000; Chae et al. 2004; Krump-
Konvalinkova et al. 2005). Ainsi, la S1P pourrait non seulement protéger les cellules
tumorales en activant leurs voies de signalisation antiapoptotiques (Pyne 2002), mais
¢galement faciliter la vascularisation des tumeurs, une étape-clé de leur croissance.
On peut donc imaginer que d’éventuels inhibiteurs de la sphingosine kinase (French

et al. 2006), de la S1P (Visentin et al. 2006) ou des antagonistes des récepteurs a la
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S1P (LaMontagne et al. 2006) pourraient étre particulicrement actifs sur certaines

tumeurs en les attaquant sur deux fronts distincts.
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1.8. LES THERAPIES ANTIANGIOGENIQUES

L'utilisation de molécules angiostatiques pour le traitement du cancer est une voie
prometteuse et présente, par rapport aux thérapies conventionnelles, certains
avantages (Cao 2005; Ferrara and Kerbel 2005) (Figure 1.23). D’abord, elle fait
abstraction de la trés grande variété phénotypique et génotypique qui caractérise les
cellules tumorales : ces molécules ciblent les cellules endothéliales engagées dans la
formation des néovaisseaux tumoraux qui favorisent la propagation de la plupart des
cancers. Ensuite, le risque de résistance aux agents angiostatiques semble, a priori,
beaucoup plus faible que celui associé aux agents pharmacologiques (chimiothérapie)
méme si de récentes études cliniqﬁes laissent & penser que les cellules tumorales
pourraient tout de méme s’adapter aux thérapies antiangiogéniques (van Kempen and
Leenders 2006). Enfin, la réduction de la vascularisa}tion tumorale diminue les risques

de dissémination métastatique.

L’inhibition des métalloprotéases de matrice, de la transduction des signaux,
le blocage des récepteurs membranaires, I’inhibition des fonctions cellulaires
endothéliales (migration, prolifération, tubulogenése), le blocage des activateurs de
I’angiogenése et la destruction du lit vasculaire sont autant de stratégies permettant de
bloquer le développement de la vascularisation tumorale (Siemann et al. 2000)
(Figure 1.24). L’un des défis des recherches actuelles est donc d’élaborer des outils
pharmacologiques capables de bloquer les cibles thérapeutiques définies
précédemment. Etant donné que des corrélations cliniques ont été établies entre le
pouvoir invasif et métastasiant d’un certain nombre de cancers et la surproduction de
VEGF (Figure 1.9 et 1.10) et de FGF-2 (Garcea et al. 2005; Kumar and Kratzke
2005; Yasui et al. 2005), une stratégie visant a inactiver ces facteurs angiogéniques in
vivo avec des anticorps neutralisants ou en inhibant la réponse cellulaire a donné des
résultats particuliérement encourageants (Kerr 2004). L’autre possibilité est d’utiliser

des facteurs angiostatiques. Dans cette perspective, une grande attention a été portée
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sur ’angiostatine et sur I’endostatine étant donné leur spécificité d’action pour
I’endothélium vasculaire (Wahl et al. 2004; Huszthy et al. 2006; Passey 2006). Un
grand nombre de ces composés sont entrés en phase clinique (Tableau 1.5). Le
blocage de la fonction des intégrines, soit par ’utilisation d’anticorps monoclonaux
spécifiques (Varner et al. 1999; Trikha et al. 2004), soit par I’utilisation de molécules
naturelles liant spécifiquement les intégrines (Golubkov et al. 2003; Marcinkiewicz et
al. 2003) donnent aussi des résultats prometteurs. En dehors de la thérapeutique
médicamenteuse antiangiogénique, la thérapie génique, permettant d’exprimer
localement et spécifiquement certaines molécules antiangiogéniques, semble aussi
donner des résultats encourageants (Passey 2006). Enfin, le développement de
I’immunothérapie antiangiogénique permet aussi d’augmenter I’arsenal thérapeutique
de lutte contre le cancer (Hou et al. 2004a; Cardones and Banez 2006; Okaji et al.
2006).
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AAA : agents antiangiogéniques

Absence de prolifération tumorale !

Figure 1.23 : Principe des thérapies antiangiogéniques.

Les agents antiangiogéniques permettent de bloquer la croissance des vaisseaux
sanguins menant au développement tumoral. L’inhibition de la croissance des
vaisseaux bloque le développement tumoral et empéche la dissémination métastatique
des cellules cancéreuses.
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Figure 1.24 : Les stratégies des thérapies antiangiogéniques.
(Siemann et al. 2000).

A : Inhibition des MMPs, B : Inhibition de la transduction des signaux, C : Blocage
des récepteurs membranaires, D : Inhibition des fonctions cellulaires endothéliales
(migration, prolifération, tubulogenese), E : blocage des activateurs de 1’angiogenese,
F : destruction du lit vasculaire existant.
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Mode d’action

o

Destruction du cyto-squelette des cellules endothéliales

et induction d'un collapsus vasculaire

Bloque le signal VEGF-récepteur des
cellules endothéliales

Inconnu

Inhibiteur synthétique des métallo-protéinases,
inhibe la dégradation de la matrice extracellulaire

Bloque le signal du facteur de croissance
des cellules endothéliales

Antagoniste de l'intégrine vasculaire aVp3

Anti-aVB3 mAb humanisé qui inhibe I'adhésion
des cellules endothéliales

Inhibiteur synthétique des métallo-protéinases,
inhibe la dégradation de la matrice extracellulaire

Inhibe la prolifération endothéliale
Inhibe la prolifération endothéliale

Inhibe la prolifération endothéliale en induisant
"Interféron-a

Inconnu
Bloque la prolifération endothéliale

Inhibiteur synthétique des métallo-protéinases,
inhibe la dégradation de la matrice extracellulaire

Bloque le signal du récepteur VEGF
Inconnu

Inhibiteur synthétique des métallo-protéinases,
inhibe la dégradation de la matrice extraceliulaire

Inhibiteur naturel des métallo-protéinases,
inhibe la dégradation de la matrice extra-celiulaire

Inhibe la prolifération endothéliale
Mécanisme inconnu

Inhibiteur synthétique des métallo-protéinases,
inhibe la dégradation de la matrice extracellulaire

Inhibiteur synthétique des métallo-protéinases,
inhibe la dégradation de la matrice extracellulaire

Tableau 1.6 : Quelques molécules en essais cliniques en 2003

(d’apres les données du National Cancer Institute)
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1.9. MOLECULES NATURELLES ET TRAITEMENT DU CANCER

1.9.1. Les nutraceutiques

1.9.1.1. Définition

Selon I’Office Québécois de la Langue Frangaise, le terme «nutraceutique» fait
référence a l'ingrédient actif, présent a I'état naturel dans un aliment, qui procure un

effet bénéfique pour la sante.

1.9.1.2. La nutrathérapie

La nutrathérapie peut étre comparée a une chimiothérapie utilisant I’ensemble des
molécules anticancéreuses présentes dans les aliments pour combattre les cellules
cancéreuses qui se développent spontanément ou les cellules endothéliales qui
vascularisent les tumeurs. La consommation réguliére de fruits et légumes correspond

donc a une chimiothérapie préventive non toxique.

1.9.2. Un nutraceutique avéré, le thé vert.
1.9.2.1. Généralités

Apres ’eau, le thé est la boisson la plus consommée dans le monde. Il s’en
boit 25 000 tasses par seconde. Le thé est principalement cultivé en Asie, en Afrique
et dans certains pays d’Amérique latine et d’Europe de I’Est. Il n’existe qu’une
espece de théier, le Camellia sinensis, qui serait originaire du sud-ouest de la Chine,
et deux grandes variétés : la variété sinensis de Chine et la variété assamica de ’Inde.
Aujourd’hui, la Chine est le deuxiéme pays producteur de thé. Suivent deux
anciennes colonies anglaises, le Sri Lanka et le Kenya, qui ont amorcé plus tard la

production de thé.
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1.9.2.2. Les catéchines du thé vert

Plusieurs études suggérent qu'une prise quotidienne de thé vert réduit les
risques de développer divers types de cancer dont ceux de l'estomac, du c6lon, de la
prostate et du sein (Cooper et al. 2005). Une simple tasse de thé est un mélange
complexe de plus de 500 substances actives. Outre les différences liées a la nature du
thé et 4 la durée d'infusion, la nature et la température de l'eau entrainent aussi une
variabilité¢ extréme de la composition de la boisson. Les principaux composants du
thé sont, par ordre d’importance, l'eau, les tanins, les protéines, les glucides, les
acides organiques, la caféine, les vitamines, les minéraux et des centaines de

substances aromatiques (Bokuchava and Skobeleva 1980).

Les analyses biochimiques des constituants du thé vert ont montré qu’un tiers
de la matiére séche des feuilles de thé est constitué de flavonoides. Ces polyphénols,
aussi appelés catéchines, sont les principaux €léments actifs responsables des
propriétés anti-cancéreuses du thé (Liao et al. 2001). Les principales catéchines sont
I’ (-)-épicatéchine (EC), 1’ (-)-épicatéchine-3-gallate (ECG), I’ (-)-épigallocatéchine
(EGC) et I’ (-)-épigallocatéchine-3-gallate (EGCG) (Figure 1.25). La majorité des
effets biologiques du thé vert sont attribués a I’EGCG (Fujiki 2005). Cependant, le
contenu en catéchine des différentes feuilles de thé varie selon le degré de
fermentation et, par conséquent, les thés qui en contiennent le plus sont, par ordre
décroissant, les thés'blancs, les thés verts, les thés oolongs et les thés noirs, ces

derniers en contenant trés peu (Figure 1.26).

La structure particuliere de ces polyphénols semble étre a I’origine de leurs
activités cellulaires. D’abord, la structure chimique des catéchines leur donne un fort
pouvoir antioxidant, leur permettant d’inactiver les radicaux libres et de chélater
certains ions comme le Ca** ou le Mg?**. De plus, les polyphénols peuvent aussi subir
une autooxidation en solution (Hou et al. 2004b; Hou et al. 2005). Ces deux

propriétés sont importantes pour les activités biologiques des polyphénols.
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Cependant, la structure polyphénolique des catéchines leur permet aussi d’interagir
directement avec certaines protéines comme, par exemple, les protéines salivaires
riches en proline (Jobstl et al. 2004), la fibronectine, le fibrinogéne, certaines
protéines du plasma, les protéines riches en histidine (Sazuka et al. 1996) et le
récepteur a la laminine de 67 kDa (Tachibana et al. 2004). Leur pouvoir antioxydant
et leur capacité a interagir avec les protéines cellulaires représentent les bases

physicochimiques de I’activité biologique des polyphénols.

Plusieurs études épidémiologiques ont déja suggéré que les gens buvant du
thé vert développaient moins de cancers du tractus gastro-intestinal (Arab and
Il'yasova 2003; Borrelli et al. 2004). On sait également que les polyphénols du thé
inhibent la formation et la croissance de tumeurs chez les rats et les souris (Das et al.
2002; Kemberling et al. 2003; Yang et al. 2005a). Le thé vert, et plus particuliérement
IP’EGCG, posséde aussi des propriétés antiangiogénique remarquables (Demeule et al.
2002b). L’EGCG agit a divers niveaux : il bloque 1’activation du récepteur au VEGF
a la surface des cellules endothéliales (Lamy et al. 2002), inhibe I’activité des
métalloprotéases matricielles qui facilitent la progression tumorale (Demeule et al.
2000) et affecte la transcription de certains genes (Chen and Zhang 2003). D’autres

cibles moléculaires de ’EGCG restent encore a étre caractérisées.
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Figure 1.25 : Structure des principales catéchines du thé vert

Catéchines Théaflavines

Thés blancs
(bourgeons ou jeunes feuilles
non fermentés)

Thés verts
(Feuilles matures non fermentées)

Thés oolongs
(Feuilles matures semi-fermentées)

Thés noirs
(Feuilles matures fermentées)

Figure 1.26 : Relation entre les différents types de thé et leur concentration en
polyphénols.
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1.9.3. Les venins de serpents

1.9.3.1. Généralités

Les venins de serpent sont des mélanges complexes de polypeptides et d’enzymes
hydrolytiques (protéases, hémorragines, enzymes coagulo-actifs, kininogénases,
phospholipases), qui peuvent provoquer une série de dommages biologiques
(cytotoxicité locale, neurotoxicité, hématotoxicité, myotoxicité) (Bazaa et al. 2005).
Les protéines constituent 90 & 95 % du poids sec des venins et sont responsables de la
quasi totalit¢ des effets biologiques de ces derniers. Parmi les centaines, voire les
milliers de protéines différentes contenues dans un venin de serpent, on trouve des
toxines, en particulier des neurotoxines, cardiotoxines, hémotoxines, mais aussi des
protéines non toxiques pouvant posséder certaines propriétés pharmacologiques, et de

nombreuses enzymes.

1.9.3.2. Venins et cancer

Les milliers de molécules présentes dans les venins de serpents représentent des
armes mortelles .d’une efficacité remarquable. Cependant, isolées, elles peuvent
devenir des armes redoutables pour lutter contre le cancer (Pal et al. 2002). En effet,
les venins de serpent contiennent des composants uniques qui peuvent affecter les
interactions entre les cellules et la MEC et ainsi bloquer le développement tumoral.
Deux grandes classes de peptides issus de venins de serpents ont été caractérisée pour

leurs propriétés antitumorales : les désintégrines et les lectines de type C.

1.9.3.2.1. Les désintéerines

Les désintégrines sont des peptides de faible poids moléculaire, riches en
cystéine, isolés principalement des venins de serpents (Calvete et al. 2005;

Marcinkiewicz 2005). Les désintégrines contiennent un motif RGD leur permettant
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‘d'interagir avec toutes les intégrines de type RGD en tant qu'antagonistes de
'adhérence (Gould et al. 1990). Elles lient principalement les intégrines oIIbf3, alpl1,
a6p4, a5B1 et aVB3 exprimées a la surface des plaquettes, des cellules endothéliales
et de certaines cellules tumorales (Pfaff et al. 1994). Ainsi, les désintégrines
permettent d’inhiber 1’agrégation plaquettaire, 1’adhérence et la migration cellulaire et
par conséquent, 1’angiogenese et le développement des tumeurs (Olfa et al. 2005;
Pyrko et al. 2005). Certaines désintégrines peuvent aussi lier la glycoprotéine GPIb a
la surface des plaquettes, bloquant dans le méme temps, I’interaction de cette protéine
avec le facteur de Von Willebrand menant & 1’activation plaquettaire et inhibant
I’agrégation plaquettaire (Peng et al. 1993). Par conséquent, les désintégrines

possedent des propriétés antiangiogéniques, antitumorales et antithrombotiques.

1.9.3.2.2. Les lectines de type C

Les lectines sont des protéines non enzymatiques qui reconnaissent et fixent
spécifiquement les oses ou dérivés d'oses, constituants habituels des oligosaccharides
des glycoprotéines (Dodd and Drickamer 2001; Kilpatrick 2002). On les trouve en
grande quantité dans le régne végétal mais aussi chez les bactéries, les ceufs de
poisson, les escargots, les vertébrés et les champignons. Les lectines sont regroupées
en deux groupes, les lectines de type S ou galectines (Fred Brewer 2002) et les
lectines de type C (Zelensky and Gready 2005),.selon que leur liaison aux oses

requiert (type C) ou non (type S) la présence de cations divalents.

Des peptides de type lectines de type C (C-type lectins like proteins ou CLPs)
ont aussi été isolés & partir de venins de serpents appartenant aux familles des
Elapidae, des Viperidae et des Crotalidae (Morita 2005). Bien qu’ayant un nom
similaire aux lectines de type C classiques, les CLPs différent de ces derniéres par
I’absence d’activité lectine. Leur dénomination provient du fait que leur séquence

primaire en acides aminés posseéde 15 a 40% d’homologie avec la séquence en acides
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aminés du domaine de laison aux oses des lectines de type C classiques (Morita
2005). Les CLPs sont des protéines de 30kDa formées de deux sous-unités liées par
un pont disulfure (Morita 2005; Zelensky and Gready 2005). En dépit de leur fort
taux d’homologie (entre 40 et 70%), les différentes CLPs connues présentent des
propriétés biologiques trés diverses (Sarray et al. 2001; Morita 2005). En effet,
certaines CLPs empéchent la formation du complexe facteur de Von Willebrand-
glycoprotéine GPIb, bloquant I’agrégation plaquettaire tandis que d’autres activent la
formation de ce complexe, menant a 1’agrégation plaquettaire (Andrews and Berndt
2000). En plus de ces activités pro- ou antithrombotiques, les CLPs modulent aussi
les propriétés d’adhérence des intégrines, affectant le développement tumoral et
I’angiogenése (Du et al. 2001; Chung et al. 2004; Sarray et al. 2004). Par conséquent,
a I’instar des désintégrines, les CLPs représentent de nouveaux espoirs thérapeutiques

pour le traitement des tumeurs.
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1.10. PRESENTATION DU PROJET DE RECHERCHE

Les travaux de la présente thése ont eu pour objectif de mettre en évidence de
nouvelles voies possibles pour le traitement des tumeurs cérébrales. La premiére partie
de notre étude, comprenant les deux premiers articles, a eu pour but de caractériser de
nouvelles molécules d’origine naturelle pour leur pouvoir antitumoral et/ou
antiangiogéniques. Nous avons, a dessein, restreint notre étude a des molécules
affectant les intégrines. La seconde partie de cette thése a eu pour but de mieux
caractériser le réle de la S1P au niveau de I’endothélium cérébral. Les résultats
exposés dans cette thése permettront de mieux comprendre le fonctionnement de
I’endothélium cérébral et d’améliorer les traitements existants pour les tumeurs

cérébrales.

1.10.1. Régulation des propriétés invasives des médulloblastomes par ’EGCG.

Les médulloblastomes sont les tumeurs cérébrales pédiatriques les plus
fréquentes. Elles représentent 20% de toutes les tumeurs cérébrales. Les traitements
actuels ont des effets secondaires importants sur le systéme nerveux central des
patients (Packer et al. 1999; Rood et al. 2004). Par conséquent, il est important de
trouver de nouvelles méthodes thérapeutiques. Les polyﬁhénols du thé vert présentent
des propriétés antitumorales importantes, d’ou 1’intérét de leur utilisation potentielle
pour le traitement des médulloblastomes (Zaveri 2006). Puisque les intégrines sont
impliquées dans les mécanismes d’adhérence et de migration des cellules tumorales, il
était intéressant de savoir si ces protéines pouvaient aussi €tre des cibles de ’action

antitumorale des polyphénols du thé vert.

Le but de cette étude a été de caractériser les effets antitumoraux de ’EGCG, le
principal polyphénol du thé vert, sur les cellules DAOY de médulloblastome. Nous

avons déterminé 1’expression d’un certain nombre d’intégrines a la surface de ces
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cellules. Puis, nous avons étudié I’effet de ’EGCG sur les propriétés d’adhérence et de
migration des cellules DAOY sur différentes protéines purifiées de la matrice
extracellulaire. Enfin, nous avons déterminé les modulations de 1’expression des
intégrines suite au traitement avec I’EGCG. Nous avons pour cela utilisé la cytométrie
de flux et la RT-PCR afin de déterminer ces variations tant au niveau transcriptionnel
que traductionnel. Nous avons déterminé que l’expression de l’intégrine 1 est
augmentée en réponse & ’EGCG, tant au niveau transcriptionnel que traductionnel.
Cette étude a permis de démontrer que I’EGCG pouvait inhiber le caractere invasif des

médulloblastomes en modifiant 1’expression des intégrines.

1.10.2. Propriété antiangiogénique de la Iébectine, une lectine de type C. isolée du

venin de Macrovipera lebetina.

L’angiogenése cérébrale joue un rdle fondamental dans le développement des
tumeurs cérébrales. Par conséquent, cibler la vascularisation de ces tumeurs permet
d’attaquer la tumeur sur un second front, sans créer d’effets secondaires (Kieran
2004). Les intégrines exprimées a la surface des cellules endothéliales sont nécessaires
a la migration des ces cellules vers la source du stimulus angiogénique, autrement dit
la tumeur. Par conséquent, bloquer les fonctions des intégrines endothéliales revient &
immobiliser les cellules endothéliales. Les intégrines vasculaires sont principalement
les intégrines a VB3, aVBS et a5P1. Depuis quelques années ont été mis en évidence
des peptides, isolés des venins de plusieurs serpents, dont les propriétés anti-intégrines
sont remarquables (Marcinkiewicz 2005). De plus, il semble qu’ils interagissent
spécifiquement avec certaines intégrines comme les intégrines vasculaires. Par
conséquent, leur utilisation en thérapie antiangiogénique représente un intérét

grandissant du point de vue clinique.

Nous avons focalisé notre étude sur la mise en évidence des propriétés

antiangiogéniques de la lébectine, une lectine de type C isolée du venin de la vipere
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Macrivipera lebetina (Sarray et al. 2004). Nous avons mesuré I’effet de la 1ébectine
sur les propriétés de migration, d’adhérence, de tubulogenése et de prolifération des
cellules endothéliales cérébrales humaines HBMEC. Nous avons aussi mesuré les
effets de la lébectine sur I’angiogénese in vivo, en utilisant les essais sur membranes
chorioallatoidiennes de poulet et en implant de Matrigel™ chez la souris. Enfin, nous
avons mis en évidence les interactions entre le lébectine et certaines intégrines
vasculaires. Cette étude a permis de caractériser la lébectine en tant que nouvel agent

antiangiogénique pour le traitement des tumeurs cérébrales.

1.10.3. Rdle de la sphingosine-1-phosphate au cours du processus

angiogénigue cérébral.

L’angiogenése cérébrale est un processus régulé par divers facteurs solubles, tels
que des facteurs de croissance, des cytokines ou encore certains lipides bioactifs
comme la sphingosine-1-phosphate (S1P). La S1P a été caractérisée comme un facteur
clairement proangiogénique dans de nombreux types cellulaires (Panetti 2002).
Cependant, son rdle au niveau de 1’endothélium vasculaire cérébral est encore
inconnu. Plus précisément, aucune étude n’a permis de mettre en évidence le rle de la

S1P au cours du processus angiogénique cérébral.

Dans notre troisiéme étude, nous avons mesuré 1’effet de la S1P sur les propriétés
migratoires et sur la tubulogenése des cellules endothéliales cérébrales de rat RBE4.
Nous avons effectué des essais de migration in vitro en chambre de Boyden modifiée
et de tubulogenése sur Matrigel™, en présence ou non de S1P. Bien que la SIP
stimule fortement I’angiogenése périphérique, nous avons mis en évidence les
propriétés antiangiogéniques de la S1P sur I’endothélium cérébral. De plus, nous

avons déterminé que l’absence de MT1-MMP, une métalloprotéase de matrice
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membranaire, dans les cellules RBE4 pouvait expliquer ces observations. Cette étude

est la premiére a avoir démontré un rdle antiangiogénique de la S1P.

1.10.4. Régulation des fonctions de la glycoprotéine P par la sphingosine

kinase.

La glycoprotéine P (P-gp) participe & la protection du cerveau en expulsant les
xénobiotiques qui y pénétrent. Cependant, elle joue aussi un réle important dans la
résistance des tumeurs aux médicaments. Par conséquernt, une meilleure
compréhension des mécanismes de régulation de cette protéine permettrait de rendre
les traitements anticancéreux plus efficaces. La sphingosine kinase (SphK) est une
protéine dont la surexpression dans les tumeurs cérébrales est corrélée avec un faible
pronostic de survie (Van Brocklyn et al. 2005). De plus, son expression augmente dans
de nombreuses cellules chimiorésistantes. La P-gp étant fortement exprimée au niveau
de I’endothélium cérébral, il serait intéressant d’examiner I’expression de la SphK au
niveau de ’endothélium cérébral et de mesurer son effet sur 1’expression et la fonction

de la P-gp.

Dans un premier temps, nous avons mesuré 1’expression de la SphK dans des
cellules endothéliales isolées de cerveaux sains ou de glioblastomes implantés chez le
rat. Ensuite, nous avons €tudié 1’effet de la surexpression de la SphK sur les fonctions
de la P-gp, dans les cellules RBE4. Enfin, nous avons mesuré 1’impact de la S1P sur la
fonction de transport de la P-gp. Cette étude est la premicre a mettr;: en évidence
I’implication de la SphK dans la régulation des fonctions de la P-gp. De plus, elle a
permis de mettre en évidence que I’expression et/ou I’activité de la SphK est une cible

intéressante pour les traitements antiangiogéniques et antitumoraux au niveau cérébral.
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CONTRIBUTION

Ce premier article a eu pour but de caractériser ’effet de ’EGCG, un polyphénol
extrait du thé vert, sur I’expression des intégrines dans les cellules de médulloblastome
DAOQY. Il fait suite aux nombreuses études démontrant les propriétés antitumorales
des polyphénols du thé vert. Cet article est le premier a4 avoir mis en évidence le rdle

de P’EGCG dans la régulation de 1’expression des intégrines.

Jai réalisé les expériences, en collaboration avec le Dr Virginie Berthet, sous la
supervision directe du Dr Borhane Annabi et de mes deux co-directeurs, le Dr Richard
Béliveau et le Pr José Luis. J’ai rédigé cet article avec I’aide précieuse du Dr Borhane
Annabi. La relecture de cet article a été faite par le Pr José Luis, le Dr Richard
Béliveau et le Dr Denis Gingras. Cet article a €té¢ publié dans la revue scientifique

Journal of Cellular Biochemistry en novembre 2003.
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RESUME EN FRANCAIS

L’épigallocatéchine gallate (EGCQG), le polyphénol le plus présent dans le thé vert,
peut se retrouver dans le cerveau aprés l’ingestion d’une tasse de thé. Possédant
certaines propriétés antitumorales, il pourrait donc influer sur le développement des
tumeurs cérébrales. Puisque les intégrines, en permettant aux cellules cancéreuses
d’adhérer a la matrice extracellulaire et de migrer, jouent un réle majeur au cours du
développement tumoral, nous avons étudié les effets de 'EGCG sur I’expression de
diverses intégrines dans les cellules de médulloblastome DAOY. Par une analyse en
cytométrie de flux, nous avons déterminé 1’expression de certaines intégrines a la
surface des cellules DAOY. On observe une forte expression des intégrines o2, a3 et
B1l, de méme que des intégrines aV et B3. Nous démontrons que ’EGCG inhibe la
migration des cellules DAQOY sur collagéne en augmentant leur adhérence sur ce
substrat via 1’augmentation de I’expression de l’intégrine B, tant au niveau
transcriptionnel que traductionnel. Nos résultats suggérent donc que ’EGCG pourrait
étre utilisé en tant qu’agent nutraceutique en inhibant le caractére invasif des

médulloblastomes.
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ABSTRACT

Epigallé)catechin-S-gallate (EGCQG), the major green tea polyphenol, can reach the
brain following oral intake and could thus act as an antitumoral agent targeting
several key steps of brain cancer cells invasive activity. Because integrin-mediated
extracellular matrix recognition is crucial during the cell adhesion processes involved
in carcinogenesis, we have investigated the effects of EGCG on different cellular
integrins of the pediatric brain tumor-derived medulloblastoma cell line DAOY.
Using flow cytometry, we report the levels of expression of several cell surface
integrins in DAOY. These include high expression of a2, a3 and B1 integrins, as well
as av and B3 integrins. Moreover, We provide evidence that EGCG can antagonize
DAOQY cell migration specifically on collagen by increasing cell adhesive ability
through specific gene and protein upregulation of the B1 integrin subunit. Our results
suggest that this naturally occurring green tea polyphenol may thus be used as a
nutraceutical therapeutic agent in targeting the invasive character of

medulloblastomas.
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INTRODUCTION

Brain tumors are the second leading cause of cancer in children. Among these
tumors, the highly metastatic medulloblastomas represent approximately 25% of all
pediatric intracranial neoplasms [Saran, 2002]. These neoplasms arise from the
cerebellum and mainly affect children between ages 5 to 15 [Weil, 2002].
Medulloblastomas are currently treated by surgical intervention, generally combined
with aggressive chemotherapy [Mazzola and Pollack, 2003; Kaaijk et al., 2003].
However, the 6-year survival rate of children with medulloblastoma still remains at
only 14% to 17% [Hage et al.; 2002]. Consequently, new clinical approaches need to

be developed in order to improve the efficiency of current treatments.

Nutraceutical approaches hav.e recently been the focus of attempts to treat
several diseases such as osteoarthritis [Moreau et al., 2003], asthma [Hosseini et al.,
2001], age-related diseases [Villeponteau et al., 2000] and cancer [Park and Pezzutto,
2002]. Among these nutraceutical substances, green tea has been lauded for various
beneficial health effects [Sato and Miyata, 2000]. It has also been shown that intake
of green tea polyphenols inversely correlated with cardiovascular mortality,
hypertension, and diabetes [Dufresne and Farnworth, 2001]. Moreover, green tea can
also modulate the invasive properties of numerous tumor cells and prevent cancer
[Mukhtar and Ahmad, 1999; Kuroda and Hara, 1999; Demeule et al., 2002].
Although the invasiveness of tumor cells strongly depends on their ability to migrate
and to adhere to their extracellular matrix (ECM) environment, little is known about
the molecular processes involved in brain cancer cell adhesion/migration or their

modulation by green tea.

Cell adhesion is primarily mediated by a particular class of proteins called

integrins. These are cell surface aff-heterodimeric glycoproteins of which, to date, 24
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o heterodimers formed by 8 different B and 18 a subunits are known [Brakebusch et
al., 2002]. Integrins bind to various ECM proteins such as collagen, fibronectin,
laminin and vitronectin, and their binding activates important intracellular signaling
pathways that regulate, among other events,. cell proliferation and cell migration
[Juliano, 2002]. Their functions have been implicated in processes such as
development, the immune response, hemostasis, and maintenance of tissue integrity.
Dysregulation of integrins functions is reflected in various pathological processes by
chronic inflammation, tumor invasion and metastasis [Hynes, 1992; Hemler, 1998].
Because integrins play a central role in tumor metastasis and tumor angiogenesis,

they may thus represent crucial, specific targets for antitumoral treatments.

Green tea catechins, and in particular EGCG, have been demonstrated to reach
the brain after oral intake [Nakagawa and Miyazawa, 1997; Suganuma et al., 1998].
One may thus assume that brain tumors such as medulloblastomas may be affected by
the antitumoral activities of EGCG [Demeule et al., 2002]. In the present work, we
demonstrate that EGCG can affect in vitro DAOY medulloblastoma cell
adhesion/migration properties, and that these modulations are, in part, attributed to a
differential expression of specific cell surface integrins, notably 1 integrin. These
findings suggest that EGCG could act as an efficient antitumoral agent by regulating
DAOQOY medulloblastoma cell adhesion properties.
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MATERIAL AND METHODS

Reagents: Modified Eagle’s medium (MEM), TRIzol reagent, trypsin,
Jpenicillin and streptomycin were purchased from Invitrogen (Burlington, ON). Fetal
bovine serum (FBS) was from HyClone Laboratories (Logan, UT). Fibronectin was
from Roche (Mississauga, ON). Type I collagen was extracted from rat tail tendon
according to standard protocols [Silver and Trelstad, 1980]. Vitronectin was prepared
as previously described [Yatohgo et al., 1988]. EDTA, EGC, EGCG, agarose,
laminin-1, sodium dodecyl-sulfate (SDS), bovine serum albumin (BSA), and

etoposide were purchased from Sigma (Oakville, ON).

Antibodies: Rat mAb 69.6.5 against av integrin was produced as previously
described [Lehmann et al., 1994]. Mouse mAbs Gi9 (anti-a2), C3VLA3 (anti-o3),
HP2/1 (anti-o4), K20 (anti-B1), SZ21 (anti-B3) and rat mAb GoH3 (anti-a6) were
from Immunotech (Marseille, France). Mouse mAbs FB12 (anti-a1), P1D6 (anti-a5)
and LM609 (anti-avp3) were from Chemicon (Temecula, CA). The mouse mAb
CSp6 (anti-B6) was kindly provided by Dean Sheppard (University of California, San
Francisco, CA). Goat anti-mouse FITC-conjugated antibodies were obtained from
Jackson Immunoresearch (West Grove, PA). Sheep anti-rat FITC-conjuéated

antibodies were from Sigma (St Louis, MO).

Cells and culture medium: The human DAOY medulloblastoma cell line was
purchased from ATCC and was maintained in MEM containing 10% (v/v) FBS, 2
mM glutamine, 100 units/ml penicillin and 100 mg/ml streptomycin. Cells were
incubated at 37°C, with 95% air and 5% CO,. Subconfluent cells were used for all

experiments. All treatments were performed in serum-free MEM for 18h.
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Cell adhesion assays: Adhesion assays were performed as previously
described [Rigot et al., 1998]. Briefly, adhesion wells were coated with purified ECM
protein solutions for 2h at 37°C, and then blocked by adding a solution of PBS/BSA
0.5%. Cells were harvested as a single cell suspension by treatment with 0.53 mM
EDTA in PBS pH 7.2, added to precoated wells and allowed to adhere to the
substrata for 2h at 37°C. After washing, adherent cells were stained with a solution of
0.1% crystal violet/20% (v/v) methanol and lysed with 1% SDS. Spectrophotometric

absorbance was then measured at 600 nm.

Migration assays: The lower surface of Transwell filter inserts (8um pore
size; Costar, Acton, MA) was precoated with type I collagen, laminin-1, vitronectin
or fibronectin, at a concentration of 10 pg/ml, for 2h at 37°C. The Transwells were
then assembled in a 24-well plate (Falcon), the lower chambers were filled with 600
ul of serum-free medium, and 100 ul of DAOY medulloblastoma cells (5x10°
cells/ml) were inoculated into the upper chamber of each transwell. The plate was
then left at 37°C in 95% air and 5% CO; for 2h. Cells that had migrated to the lower
surface of the filters were fixed, stained with 0.1% crystal violet/20% (v/v) methanol
and counted. Five random microscopic fields were counted at a magnification of

x200.

Flow cytometry analysis: Cell surface expression of integrin subunits on
DAOY cells was measured by flow cytometry [Rigot et al., 1998]. Subconfluent cells
were harvested and resuspended in MEM containing 20% FBS and 1% BSA. The

single cell suspension (106 cells/ml) was incubated for 1 hour at 4°C in the presence
of anti-integrin mAbs (10 pg/ml each). Cells were rinsed once and then incubated in
the same buffer with an appropriate secondary FITC-conjugated antibody for 1h at
4°C. After washing, cells were fixed with 1% paraformaldehyde and cell-bound

fluorescence was quantified using a Becton-Dickinson FACScan flow cytometer. To
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standardize our experimental conditions, all samples were prepared with the same cell

suspension.

Fluorimetric caspase-3 assay: Cells which had been treated with either 50 uM
etoposide, 10 or 20 uM of EGC or EGCG were collected and washed in cold PBS.
Cells were lysed in Apo-Alert lysis buffer (Clontech, Palo Alto, CA) for 20 min at
4°C, and the lysates were further clarified by centrifugation at 16,000 x g for 20 min.
Caspase-3 activity was determined by incubation with 50 uM caspase-3 specific
fluorogenic peptide substrate acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-AFC (Ac-DEVD-AFC) in
50 mM HEPES pH 7.4, 100 mM NaCl, 10% sucrose, 0.1% 3-[(3-cholamidopropyl)
dimethylammonio-1-propane-sulfonate], 5 mM DTT, and ImM EDTA (assay buffer)
on 96-well plates. The release of AFC (Aex = 400nm, Ae,m = 505 nm) was monitored
for at least 20 min at 37°C on a SpectraMAX Gemini fluorescence plate reader

(Molecular Devices).

Total RNA isolation and reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-
PCR): Total RNA was extracted from cultured DAOY medulloblastoma cells using
the TRIzol Reagent. RT-PCR reactions were performed using the SuperScript™ One-
Step RT-PCR with Platinum® Taq Kit from Invitrogen (Burlington, ON). RT-PCR
reactions were performed with specific oligonucleotide primers derived from human
sequences [Bell et al., 2001], and PCR conditions were optimized so that the gene
products were obtained during the exponential phase of the amplification. PCR
products were resolved on 1% (w/v) agarose gels containing 1 pg/ml ethidium

bromide.
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RESULTS

EGCG specifically decreases DAQOY cell migration on collagen. We
previously demonstrated the capability of EGCG to inhibit several key processes
involved in the invasive properties of brain tumor-derived U-87 glioblastoma cells
[Annabi et al., 2002]. These included inhibition of soluble proMMP-2 and inhibition
of MT1-MMP mediated cell invasion. Consequently, we sought to learn whether
EGCG could also affect the migratory potential of medulloblastoma DAQY cells, a
highly invasive pediatric brain tumor-derived cell line. We first determined the ECM
specificity and basal migratory potential of DAOY cells using modified Boyden
" chambers with porous filters coated with purified ECM proteins. We found that
DAOQY cells displayed a stronger migratory potential towards collagen and
vitronectin than to any other ECM protein, with laminin being the matrix protein
towards which DAOY migrated the least (Fig.1a). EGCG treatment of DAQOY cells
specifically inhibited cell migration on collagen in a dose-dependent manner, while
no significant effect was observed on the other three substrates tested (Fig.1b). A
dose of 10 pM was found to inhibit approximately by half DAOY cell migration.
Furthermore, epigallocatechin (EGC), a catechin that we previously reported not to
affect U-87 glioma cell migration [Annabi et al., 2002] did not affect DAOY
migration on any of the ECM substrates tested. We conclude that EGCG specifically
inhibits DAQY cell migration on collagen and that the gallate moiety of EGCG may,
in part, be a crucial structural feature involved in this process and that should be

further investigated.

DAOQOY cell adhesion on collagen is increased by EGCG treatment. Cell
migration is intimately associated with cell adhesive properties. We thus assessed the
effects of EGCG and EGC on DAQY cell adhesion. As treatment with 10 uM EGCG
significantly reduced DAOY cell migration, we used this concentration of polyphenol

for further experiments. We performed adhesion assays with various concentrations
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of different purified ECM proteins. As shown in Figure 2, DAOY cells adhered more
readily to collagen and vitronectin than to fibronectin or laminin. Half-maximal
binding was achieved at 0.25 pug/ml for collagen and 0.35 pug/ml for vitronectin, while
the corresponding values for laminin and vitronectin are 2.0 pg/ml and 2.5 pg/ml,
respectively. EGCG treatment of DAOY increased cell adhesion and affinity to
collagen, without significantly affecting cell adhesive properties on fibronectin,
vitronectin or laminin (Fig.2). No effect of EGC treatment on DAOY cell adhesion

was observed with collagen or the other matrices (not shown).

Green tea catechins EGCG and EGC do not trigger DAOY cell apoptosis.
When used above 10 uM, green tea polyphenols can trigger pro-apoptotic events in
several cell types [Islam et al., 2000]. To address this issue, we measured the
activation of caspase-3, the activity of which has emerged as a powerful marker for
cells undergoing apoptosis [Abu-Qare and Abou-Dania, 2001]. As a positive control,
cells were treated with etoposide, a pro-apoptotic agent and a strong inducer of
caspase-3. As expected, etoposide strongly induced caspase-3 expression (6.3-fold),
while neither EGCG nor EGC triggered, at the two concentrations used, any
activation of caspase-3 (Fig.3). Moreover, no necrosis was observed in EGC- or
EGCG-treated DAOY cells when cell viability was tested by a trypan blue exclusion
assay (not shown). This lack of pro-apoptotic effects was noticed in other cell lines
such as U-87 glioma [Annabi et al. 2002], endothelial cells [Lamy et al., 2002], and
mesenchymal stem cells [Annabi et al., 2003], but does not preclude that viability of
other cells be as sensitive to EGCG. This crucial observation further emphasizes the
efficacy and immediate safe use of low green tea catechin concentrations in future

clinical treatments.

Pl integrin subunit mediates DAOY cell adhesion to collagen. The integrins
are the best-characterized cell surface adhesion receptors. These transmembrane

proteins play a crucial role in several steps in cell motility, including cell adhesion
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and migration. Because EGCG can modulate these two cellular processes, we first
characterized the integrins present at the DAQOY cell surface using flow cytometry. A
broad spectrum of integrin subunits was expressed at the DAQOY cell surface.
Fluorescence data clearly show that integrin avf3, a2, o3, o4, a6, av, B1 and B3
subunits were expressed in DAOY cells, while levels of a5 and B6 subunit expression
were very low (Fig.4a). Such spectrum reflects the many cellular processes that may
be tightly regulated by these integrins and which include: growth, death (apoptosis),
adhesion, migration, and invasion by activating several signaling pathways. These
integrins are thus attractive targets for antitumoural drug design aimed at inhibiting
integrin activity, which may thus be useful in controlling the metastatic spread of

cancer.

Since EGCG. only affected cell migration and adhesion on collagen, we
hypothesized that this catechin could modulate the expression of the specific integrin
subunits responsible for cell adhesion on that particular matrix. Since various integrin
subunits can interact with collagen, we tried to determine which were involved in the
collagen adhesion process in DAOY. We thus performed experiments with specific
integrin blocking antibodies. We incubated DAQOY cells only with the antibodies
directed towards the four main integrin subunits knowﬁ to interact with collagen (i.e.
al, a2, a3 and Pl integrin) and performed adhesio_n assays on collagen. While
functional blocking of al and a3 integrins did not affect DAOY cell adhesion to
collagen; blocking of a2 subunits lead to a 40% decrease in cell adhesion to collagen
(Fig.4b). Moreover, when DAOY were incubated in the presence of anti-B1 antibody,
cell adhesion to collagen was almost completely antagonized (Fig.4b). This strongly
suggests that Pl-containing integrins, including the integrin a2f1, are the major

receptors mediating DAOY cell adhesion to collagen.

EGCG up-regulates the gene and cell surface expression of the B1 integrin

subunit in DAOY cells. Flow cytometry analysis was performed in order to
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investigate the effect of EGCG treatment on cell surface integrin expression. Once
again, only al, a2, a3 and B1 subunit expressions were investigated because these
integrins are known to mediate cell adhesion on collagen in many cell types. As a
negative control, we also monitored the expression of B3 subunit, which does not
interact with collagen. We found that al, a2, and a3 integrin expression was not
altered by treatment of DAOY cells with EGCG and that no variation in the
expression of B3 subunit was observed (Fig.5a). However, we observed a strong
increase (®50%) in Pl subunit expression, which was induced by EGCG, as
demonstrated by the shift in fluorescence intensity. This increase in B1 integrin at the
cell surface of EGCG-treated DAOY cells was corroborated by the demonstration of
an increase in B1 integrin transcript levels using RT-PCR, while a2 and B3 integrin

transcripts remained unaffected (Fig.5b).
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DISCUSSION

Medulloblastomas represent one of the most aggressive pediatric brain
tumours. Currently, no treatment other than surgery exists to definitively prevent
tumour development. The development of new therapeutic approaches, such as those
aimed at targeting tumor neovascularization, is obviously needed. Among the anti-
angiogenic agents developed and tested in the last few years, the anticancer properties
of naturally occurring green tea polyphenols have shown promising potential to
inhibit tumor growth and to target the invasive characteristics of cancer cells
[Demeule et al., 2002]. Although the effects of EGCG, the most abundant catechin
and also the main active component of green tea, on cell migration/adhesion have
been recently investigated [Zhang et al., 2000; Suzuki and Isemura, 2000], no studies
have examined the effect of EGCG on the modulation of the specific cell adhesion
receptors involved. We thus tested the effect of EGCG on several motility processes
of DAOY medulloblastoma cells. We demonstrate that EGCG affected both DAOY
in vitro cell migration and ECM adhesion properties. Specifically, we show that
DAOQY cells express high levels of the Bl integrin subunit and that attachment of
DAOY cells to type-lI collagen is completely abolished by function-blocking
antibodies against the Bl integrin subunit. We also demonstrate that EGCG treatment
specifically upregulated both the gene and protein expression of Bl integrin subunit
in DAOY cells. Our study thus provides cellular and molecular evidence that cell
surface integrins may represent a novel molecular target for green tea catechin EGCG
in DAOY cells. Further in vivo experimentation will have to be required in order to
demonstrate EGCG’s efficacy as an anti-tumor agent in patients afflicted with

pediatric brain tumors.

Since cell migration can be considered as a finely regulated equilibrium

between adhesion and de-adhesion of cells [Fr<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>